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第 1 章．序論 
1．1．脳と細胞接着分子 
私たちの日常生活において運動、呼吸、睡眠、学習、記憶、感覚さらに感情や理
性など、これらが正常に機能するためには、脳を構成する巨大な神経回路が正常に
働く必要がある。 
神経細胞は、情報を他の神経細胞へ伝える軸索と他の神経細胞から情報を受け取
る樹状突起を持っている。軸索と樹状突起が情報交換を行う場をシナプスと呼び、
軸索側をプレシナプス、樹状突起側をポストシナプスと呼ぶ。軸索内を伝わってき
た電気信号が末端に届くと、プレシナプスにあるシナプス小胞に包まれた神経伝達
物質が、エキソサイトーシスにより細胞外に放出され、ポストシナプス側にある受
容体を介して相手側の神経細胞に情報を伝える。 
中枢神経系の神経細胞の軸索には、オリゴデンドロサイトが巻き付き、ミエリン
呼ばれる脂質に富んだ構造を形成している。ミエリンが巻き付いている部分は電気
的に絶縁されており、軸索を伝わる電気信号は、ミエリンとミエリンの間（ノード
またはランビエ絞輪）を飛び飛びに伝わる。これを跳躍伝導と呼び、跳躍伝導によ
り神経回路内での速い情報伝達が実現されている。 
 
 この巨大な神経回路が正常に働くためには、脳の発生過程から正確な神経回路網
を形成し、維持していくことが必要であり、これには細胞接着分子の関与が重要で
ある。細胞接着分子は細胞の集合や移動、また細胞内へのシグナル伝達を担うだけ
でなく、細胞の分化や増殖などを制御する役割を持つものも存在する。特に神経系
で働く細胞接着分子は細胞移動、軸索伸長、軸索誘導、シナプス形成、シナプス可
塑性などにおいて重要な役割を持つ。 
神経系で機能する細胞接着分子には cadherinスーパーファミリー、
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immunoglobulinスーパーファミリー、integrinファミリー、neurexinスーパーフ
ァミリーなどが挙げられる（Yoshihara et al., 1991; Ushkaryov et al., 1992; Sano 
et al., 1993）。その中でも neurexinスーパーファミリーはプレシナプスに局在して
おり、ポストシナプス側に局在する neuroliginと結合することで、興奮性のグルタ
ミン酸作動性シナプスおよび抑制性の GABA作動性シナプスの形成や、シナプス末
端での神経伝達物質の放出に重要であることが知られている（Graf et al., 2006; 
Craig and Kang, 2007; Kang et al., 2008; Südhof, 2008）。 
 
近年、細胞接着分子と自閉スペクトラム症（ASD）または統合失調症など、精神
疾患との関連が注目を浴びている。ASDは①社会的相互関係およびコミュニケーシ
ョンの障害、②過剰なこだわりによる活動と興味の限局を特徴としている。2003 年、
Jamainらが ASDを発症している兄弟 36組の遺伝子解析を行ったところ、スウェ
ーデン家系の兄弟から neuroligin4 のフレームシフト変異を発見した（Jamain et 
al., 2003）。また同じくスウェーデン家系の兄弟から、neuroligin3 の 451番目のア
ルギニンがシステインに変異していることを見出した（Jamain et al., 2003）。
neuroligin3と neuroligin4 の遺伝子欠損型（KO）マウスでは、ASD様症状である
社会行動や超音波発生の異常が観察されている（Jamain et al., 2008; Südhof, 2008; 
Radyushkin et al., 2009; Etherton et al., 2011）。一方 neurexin1および 2につい
ても、ミスセンス変異や一塩基多型などの変異が、ASD患者および統合失調症患者
から発見されている（Feng et al., 2006; Gauthier et al., 2011; Gauthier et al., 
2011; Ikeda et al., 2010; Yue et al., 2011; Sun et al., 2011; Liu et al., 2012）。この
ことから、neurexin と neuroligin が持つシナプス形成や神経伝達物質の調整機能が、
ASDまたは統合失調症において重要な役割を持つと考えられている。 
このように細胞接着分子は細胞レベルだけでなく、個体の脳機能レベルにおいて
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重要な役割を担っていることが明らかになってきた。しかし、脳機能との関係が明
らかになっている細胞接着分子は、まだ多くない。細胞接着分子が担う脳機能を明
らかにすることは、様々な疾患の発症原因や脳機能の分子メカニズムを突き止める
ために重要であると考えられる。 
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1．2．細胞接着分子 Casprファミリー 
contactin associated protein（Caspr）ファミリーは、neurexinスーパーファミ
リーに属している細胞接着分子で Caspr、Caspr2、Caspr3、Caspr4、Caspr5の 5
つの分子が同定されている（Bellen et al., 1998; Peles et al., 1997; Poliak et al., 
1999; Spiegel et al., 2002; Traut et al., 2006）。Casprファミリー分子は、いずれ
も N末端にシグナル配列をもち、細胞外領域に 4つの Laminin G 様ドメイン、1つ
の Discoidin様ドメイン、1つの Fibrinogen様ドメイン、2つの Epidermal growth 
factor（EGF）ドメインを共通の構造として持つ、一回膜貫通型タンパク質である
（図 1: Poliak et al., 1999; Spiegel et al., 2002; Traut et al., 2006）。Caspr5に関
しては、ヒト遺伝子では 1つのみだが、マウスでは Caspr5.1、Caspr5.2、Caspr5.3
の 3つの相同遺伝子が同定されている（Traut et al., 2006）。Casprファミリー分
子間のアミノ酸配列の相同性は、表 1および表 2に示した通りである（Spiegel et 
al., 2002; 表 1, 表 2）。特に Caspr3と Caspr4は、ヒトでは 70％（表 1）、マウ
スでは 63％（表 2）と高い相同性を示す。 
Casprファミリーの中でも Casprと Caspr2 は、有髄神経の軸索に局在し、ミエ
リンの形成に重要であることが明らかにされている（Poliak et al., 1999; 2003; Rios 
et al., 2000）。図 2に示したように、有髄神経の軸索は 4つの領域（ノード、パラ
ノード、ジャクスタパラノード、インターノード）に分けられている（図 2: Peles 
and Salzer, 2000）。パラノードには Casprが局在しており、contactinと
neurofasin-155と複合体を形成している（図 2; Rios et al., 2000; Sherman et al., 
2005）。この複合体はミエリン膜と軸索膜の密な結合部位であるパラノーダルジャ
ンクションを形成し、軸索膜のノード部位とノード間部を電気的および生化学的に
仕切る役割を担う。また、パラノードの隣にあるジャクスタパラノードには Caspr2
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が局在しており、TAG-1/contactin2との相互作用が、K+チャネルの局在化に必要で
あると報告されている（図 2; Traka et al., 2003; Poliak et al., 2003）。Caspr KO
マウスでは、パラノーダルジャンクションが崩壊し、ミエリン形成の異常やそれに
よる神経伝達速度の低下が生じる（Bhat et al., 2001）。その結果、Caspr KOマウ
スは多動や振戦などの重篤な運動障害を引き起こし、生後約 1ヶ月で死亡する
（Bhat et al., 2001）。一方 Caspr2 KOマウスでは、相互作用相手の TAG-1や K+
チャネルの局在に異常が見られる（Traka et al., 2003; Poliak et al., 2003）。近年
Caspr2は、ASD原因候補遺伝子の 1つとして特に注目を浴びている（Arking et 
al., 2008; Jackman et al., 2009; Poot et al., 2010; O’Roak et al., 2011）。Caspr2 
KOマウスを用いた行動解析では営巣行動の減少、過剰な毛づくろいや他者への接
近の低下といった不安様行動および社会行動の障害が報告された（Peñagarikano et 
al., 2011）。 
また Caspr4も Caspr2 と同様に、ASD原因候補遺伝子の 1つとして挙げられて
おり、Caspr4 KOマウスでは過剰な毛づくろいを含む不安様行動の増加とプレパル
スインヒビション（PPI）の異常が見られる（Karayannis et al., 2014）。Caspr4
は、2002年に Spiegel らによって同定され、マウスの髄質、脳梁、黒質、視床下部
で Caspr4のmRNAが強く発現していることが報告された（Spiegel et al., 2002）。
その他にも Caspr4は、感覚神経のプレシナプスにおいて NB-2/contactin5とシス
型の相互作用をしており、GABA作動性シナプスの形成に関与していることが報告
されている（Ashrafi et al., 2014）。 
一方 Caspr3は、Caspr4 と共に、2002年に Spiegelらによって同定された
（Spiegel et al., 2002）。Caspr3は、ヒトの脳と脊髄に特異的に発現していること
が報告された（Spiegel et al., 2002）。さらに 2015年にはクローン病患者の大腸で
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Caspr3のmRNAが増加することが報告され、消化器系での発現も示唆されている
（Qiao et al., 2015）。このことから Caspr3は、神経系および消化器系において何
らかの役割を担っている可能性が考えられる。しかし、Caspr3の詳細な局在あるい
は Caspr3と脳機能の関連については報告がない。Spiegel らによれば、Caspr3は
大脳の広い範囲に発現していることから、Caspr3が高次脳機能において重要な役割
を担っている可能性が考えられる（Spiegel et al., 2002）。  
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図 1 細胞接着分子 Casprファミリー 
（Poliak et al., 1999; Spiegel et al., 2002; Traut et al., 2006）  
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表 1ヒトにおける Casprファミリー分子の相同性（Spiegel et al., 2002） 
 Caspr Caspr2 Caspr3 Caspr4 Caspr5 
Caspr  43% 37% 38% 38% 
Caspr2   47% 48% 49% 
Caspr3    70% 53% 
Caspr4     58% 
Caspr5      
%は、Blast-aligment（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）によりアミノ酸
配列を比較した時の相同性を示す。比較に用いたアミノ酸配列の GenBank Accessio 
No.は次の通り。human Caspr, NM_003632; human Caspr2, NM_01414; human 
Caspr3, AF_333769; human Caspr4, AF_463518; human Caspr5, AK_056528。 
 
表 2マウスにおける Casprファミリー分子の相同性 
 Caspr Caspr2 Caspr3 Caspr4 Caspr5.1 Caspr5.2 Caspr5.3 
Caspr  44% 36% 38% 39% 37% 38% 
Caspr2   47% 48% 50% 48% 49% 
Caspr3    63% 52% 49% 51% 
Caspr4     54% 53% 54% 
Caspr5.1      87% 88% 
Caspr5.2       86% 
Caspr5.3        
%は、Blast-aligment（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）によりアミノ酸
配列を比較した時の相同性を示す。比較に用いたアミノ酸配列の GenBank Accessio 
No.は次の通り。mouse Caspr, NM_016782; mouse Caspr2, NM_001004357; 
mouse Caspr3, NM_001081129; mouse Caspr4, NM_130457; mouse Caspr5.1, 
NM_001077425; mouse Caspr5.2, NM_172851; mouse Caspr5.3, NM_001081653。 
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図 2 有髄神経の軸索における Casprおよび Caspr2 の局在 
（Peles and Salzer, 2000; Rios et al., 2000; Poliak et al., 2003; Sherman et al., 
2005） 
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1．3．運動学習 
学習と記憶には短期記憶と長期記憶があり、長期記憶はさらに宣言的記憶と非宣
言的記憶の 2つに分けられる（Tulving and Craik, 2000）。宣言的記憶は、ある出
来事に関するエピソード記憶や一般的な知識としての意味記憶であり、一言で言う
と「言葉やイメージで表現することができる、事実に関する記憶」である。これに
対して非宣言的記憶は、「一定の認知行動や行動に組み込まれている記憶」であり、
言葉では説明できないが、身体が動作として表現できる記憶を指す（橋本, 2007）。
例として宣言的記憶には読み書き、計算があり、非宣言的記憶には自転車の乗り方、
海やプールでの泳ぎ方、精密機器の操作などが挙げられる。非宣言的記憶は手続き
記憶とも呼ばれ、運動学習はこの手続き記憶に属する。宣言的記憶には、海馬の関
与が必須だが、手続き記憶は海馬依存ではないことが知られている（Markowitsch, 
2000；Shacter et al., 2000；Fujiwara et al., 2006）。 
運動の技術には、日常生活における軽作業から、スポーツや芸術など専門的な技
術まで様々なものが挙げられ、それぞれの技術向上において運動学習は重要な役割
を担う。従って、運動学習メカニズムの解明は、技術を遂行する者または技術を教
える者にとって、効率的な技術習得方法、指導方法の開発に役立つものであると考
えられる。 
 
運動学習の研究は主にヒトを対象として行われており、指を使ったタッピング課
題が、Jenkinsらの研究グループまたはCostaらの研究グループによって行われてい
た（Jenkins et al., 1994; Karni et al., 1995）。この課題は、親指以外の4本の指そ
れぞれに、数字や異なる音を対応させる。そして提示した数字または音に合わせて、
対応する指でいかに正確に、かつ早くキーを押すことができるかという課題である。
この課題中の被験者の脳血流量または脳の活動を、PETあるいはfMRIで測定した。
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その結果、被殻（マウスでは線条体に相当する）、運動皮質、小脳、前頭前野など
様々な脳領域が、学習中に関与していることが明らかになった。 
一方、マウスやラットを用いた運動学習の研究には、前足を使った到達課題や加
速式ロータロッドテストがよく用いられる（Bury and Jones, 2002; Costa et al., 
2004）。前足を使った到達課題は、実験動物を片手が通せる幅の隙間があるチャン
バーに入れて行う。チャンバーの外には餌が置かれ、実験動物は隙間から手を伸ば
して、チャンバーの中から外の餌を獲得できるか、その成功率の増加具合を運動学
習として評価する（Bury and Jones, 2002）。ロータロッドテストは、回転する棒
の上を、マウスまたはラットがどれくらい長い時間歩いていられるかで、運動パフ
ォーマンスを評価するテストである。棒の回転を徐々に加速する設定にし、これを
繰り返し行うことで、マウスまたはラットは棒の上をより長く歩けるようになり、
その時間が延びていく過程を運動学習の指標としている。これまでの研究では運動
皮質、背側線条体、小脳などが、加速式ロータロッドテストでの運動学習において
重要な役割を担っていることが報告されている（Costa et al., 2004; Bureau et al., 
2010; Kakegawa et al., 2011）。 
 運動学習にはシナプス可塑性が重要であり、小脳においては、免疫関連分子の
C1ql1と Gタンパク質共役受容体 BAI3の結合が、小脳のシナプス形成や除去に関
わることが報告されている（Kakegawa et al., 2015）。またこれらの KOマウスで
は、小脳の登上線維におけるシナプス形成や除去に異常が起き、運動学習および記
憶に障害をきたすことが明らかにされた（Kakegawa et al., 2015）。 
一方線条体における運動学習について以下のようなことが明らかになっている。
Wächterらは、ラットの背側線条体にタンパク質合成阻害剤を注入して到達課題を
行ったところ、課題を行う前にタンパク質阻害剤を注入した場合は、成功率が有意
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に低くなったことを報告した（Wächter et al., 2010）。しかし、到達課題を事前に
数日行い、ある程度成功するようにさせてからタンパク質合成阻害剤を注入した場
合は、この課題における成功率に影響は出なかった。従って、背側線条体における
タンパク質合成は、運動学習において重要であるということが明らかにされた
（Wächter et al., 2010）。 
また Costaらは、加速式ロータロッドテストを用いた運動学習の解析を行った
（Costa et al., 2004）。彼らはマウスの脳に微小電極プローブを挿入し、運動中の
単一神経細胞の活動を、マウスが生きたまま記録することに成功した。その結果、
運動皮質で 55%、背側線条体においては 57%の神経細胞がこの運動に関与し、運動
中に神経活動の上昇あるいは減少といった変化を見せたと報告した（Costa et al., 
2004）。さらに彼らは同様の解析方法で、8日間の加速式ロータロッドテストを行
い、背側線条体の神経活動を内側と外側に分けて記録した（Yin et al., 2009）。そ
の結果、初期段階（運動初日）には主に背内側線条体の神経活動が関与し、後期（8
日目）では主に背外側線条体の神経活動が関与していることを報告した（Yin et al., 
2009）。 
このように背側線条体が運動学習に重要であることが報告されているが、線条体
が担う運動学習の分子メカニズムはまだ明らかにされていない。 
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1．4．大脳基底核 
線条体は、淡蒼球（外節、内節）、視床下核、黒質（緻密部、網様部）と合わせ
て、大脳基底核と呼ばれる非常に大きく複雑な神経回路を構成している（図 3）。
線条体は、大脳皮質と視床からグルタミン酸作動性の入力を受けている。大脳皮質
には、運動皮質や帯状皮質など様々な領域が存在するが、ほとんど全ての領域が線
条体へ投射している。線条体に入った入力情報は、最終的に内節淡蒼球あるいは黒
質網様部から視床へ出力する。線条体からは、最終的な情報の出力部位である内節
淡蒼球あるいは黒質網様部へ直接投射する経路と、外節淡蒼球と視床下核を経由し
て内節淡蒼球あるいは黒質網様部へ投射する経路があり、それぞれを直接路、間接
路と呼んでいる。そして大脳基底核内は GABAによる抑制性の入力が主要だが、も
う 1つ重要なのが黒質緻密部から線条体へのドーパミンの入力である。ドーパミン
作動性の入力は直接路に対しては興奮性、間接路には抑制性と異なる作用を持ち、
線条体の神経活動のバランスを調整していると考えられている。線条体が大脳基底
核の入力部、内節淡蒼球と黒質網様部が出力部に相当するという概念は、1981年に
DeLongの総説ですでに始まっていた。その後様々な議論がなされ、1990年頃に
Albinらと DeLongらの研究グループによって、図 5に示した神経回路の基になる
直接路、間接路という概念が提唱された（Albin et al., 1989; Alexander 
and Crutcher, 1990; DeLong, 1990）。さらに 2000年頃には、大脳皮質－視床下核
－内節淡蒼球というハイパー直接路も広く知られるようになった（Nambu et al., 
2000）。しかし、線条体は縫線核からセロトニン、青斑核からノルアドレナリンの
入力も受けていることから、図 3のような直接路・間接路モデルというのは簡略化
しすぎているとの批判もあり、詳細な神経回路はまだ明らかになっていない。 
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線条体の投射神経細胞は中型有棘神経細胞（medium spiny neuron：MSN）と呼
ばれており、GABA作動性神経細胞で、マウスにおいては線条体神経細胞の 95％近
くを占めている（Graveland and DiFiglia, 1985）。MSNは発現するタンパク質で、
2つのタイプのMSN に分けることができる。直接路（線条体－内節淡蒼球/黒質網
様部）のMSNは dopamin receptor 1（D1R）と substance Pを持ち、間接路（線
条体－外節淡蒼球）のMSNは、dopamin receptor 2（D2R）と enkephalinを持つ
ことが知られている（図 3、図 4）。しかし一部では、D1Rと D2Rの両方を有する
MSNも存在するとの報告もある（Aizman et al., 2000；Perreault et al., 2011）、 
また線条体には、MSN以外に少なくとも4種類のインターニューロンが存在する
（図4）。1つはアセチルコリンを伝達物質とするアセチルコリン作動性インターニ
ューロン。それ以外の3つは全てGABA作動性インターニューロンで、それぞれ
parvalbumin、calretinin、somatostatinを持つものに分類される。その中でもアセ
チルコリン作動性インターニューロンは、長径50～60 mの細胞体を持つ大型の神
経細胞で、線条体の2%を占める（Bolam et al., 1984; Phelps et al., 1985; Wilson et 
al., 1990）。アセチルコリンはドーパミンと拮抗関係にあり、この2つのバランスが
崩れることで、様々な運動疾患を引き起こすことが考えられている（Ding et al., 
2006）。またparvalbuminを持つGABA作動性インターニューロンは、同じ神経細
胞同士でギャップ結合を形成し、MSNの抑制に重要な役割を持っていると考えられ
ている（Kawaguchi et al., 1995）。またこのインターニューロンが減少している動
物が発見されており、著名なディストニア症状を示すことが報告されている
（Gernert et al., 2000）。一方、残りの2つのインターニューロンは、げっ歯類では
ほとんど存在しておらず、詳細な機能などは明らかになっていない。 
 
直接路と間接路という概念以外に、線条体にはmatrixとstriosomeという発生学的
第 1章．序論 
19 
 
に異なる2つのコンパートメントが存在する（図5）。線条体は、大脳皮質のような
きれいな層構造は持たず、matrixとstriosomeは線条体の中でランダムに散在してい
る（図5）。発生段階の線条体ではstriosomeが占める割合が多いが、発達に伴って
その割合は逆転し、最終的にはmatrixが線条体の85%を占めるようになる
（Johnston et al., 1990）。各コンパートメントからの出力には様々な説が出されて
いたが、その投射様式はFujiyamaらが行った単一神経細胞のトレーシング解析によ
り明らかにされた（Fujiyama et al., 2011）。matrixとstriosomeは、どちらにおい
てもD1R陽性のMSNが内節淡蒼球あるいは黒質網様部（直接路）に投射し、D2R陽
性のMSNが外節淡蒼球（間接路）に投射している。しかし線条体から黒質緻密部へ
の投射は、striosomeのD1R陽性のMSNのみであった。一方各コンパートメントへ
の入力について、matrixは主に運動系皮質．体,性感覚野・頭頂葉など広範囲な大脳
新皮質に由来し、ラット脳では大脳皮質の第5層からの入力を受けることが報告され
ている（Kincaid et al,.1996）。一方、striosomeは辺縁系に由来し、ラット脳では
大脳皮質の第5層と第6層からの入力を受ける（Kincaid et al,.1996）。さらに大脳
皮質からの入力はmatrixとstriosomeで特に差は見られないが、視床からstriosome
への入力は、matrixの3分の1程度であることが明らかにされている（Fujiyama et 
al., 2006）。 
 
1．3．運動学習で触れた加速式ロータロッドテストについて、背側線条体の直接
路または間接路のMSNを薬理学的に破壊した場合は、どちらも運動パフォーマンス
が低下する（Durieux et al., 2012）。脳領域は正中線を基準に、正中線により近い
領域を内側、遠い領域を外側と呼ばれている。特に直接路MSNの場合は背外側線条
体、間接路MSNは背内側線条体が、加速式ロータロッドテストでの運動パフォーマ
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ンスに重要であることが報告された（Durieux et al., 2012）。この他にも、背内側
線条体の直接路MSNは、視覚由来の弁別課題における実行速度に関わることが報告
されている（Fukabori et al., 2012）。一方背外側線条体の間接路MSNは、聴覚由
来の弁別課題における実行精度に関与することが示されている（Nishizawa et al., 
2012）。このように、大脳基底核の中でも投射ニューロンMSNは、線条体の中のどの
領域に由来する細胞かによって、担う役割が異なると考えられる。 
また大脳基底核は運動や学習以外にも、感情、動機づけなど様々な機能を担う。
主な機能は運動調節機能で、大脳基底核の損傷はパーキンソン病、ハンチントン病、
注意欠如多動性障害、バリズムなどの不随意運動が引き起こされる（Albin et al., 
1989; DeLong, 1990; Obeso et al., 2000; Sieradzan ad Mann et al., 2001）。パー
キンソン病は振戦、無動、姿勢保持反射障害などの運動障害を中心とする進行性の
神経変性症で、黒質緻密部あるいはのドーパミン作動性神経細胞の変性により引き
起こされる。またハンチントン病は、不随意運動をはじめとし、認知障害または被
害妄想などの精神症状を伴う遺伝性の疾患である。これは、原因遺伝子Huntingtin
の第1エクソンにあるCAG（グルタミンをコードする）の異常な繰り返し配列によっ
て、線条体のMSNが優先的に影響を受けることが原因とされている。 
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図 3 大脳基底核の神経回路 
（Bevan et al., 2002; BRAIN and NERVEより） 
：グルタミン酸作動性  ：GABA作動性 
：ドーパミン作動性 
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図 4 線条体の神経細胞 
（BRAIN and NERVE より） 
ACh：アセチルコリン、Pv：parvalbumin、 SRIF：somatolopin release 
inhibiting factor（somatostatin）。 
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図5 線条体におけるコンパートメント構造 
（BRAIN and NERVE より） 
：グルタミン酸作動性  ：GABA作動性 
：ドーパミン作動性 
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1．5．目的 
 先述したように、近年 neurexin、neuroligin、Caspr2、Caspr4 などの細胞接着
分子と精神疾患との関連についての報告が相次ぎ、細胞接着分子が持つ機能的役割
に注目が集まっている。このことから、まだ脳機能との関連が明らかにされていな
い、Caspr3の脳における機能的意義を明らかにすることは、高次脳機能の分子メカ
ニズムを解明する手掛かりとなることが期待できる。 
本研究は、Caspr3のマウス脳内における機能的役割を明らかにすることを目的と
した。これを明らかにするために、マウス脳内における Caspr3の発現領域と、
Caspr3 KOマウスに見られる行動学的異常を調べる必要がある。 
第 2 章では、免疫組織学的手法を用いて、マウス脳における Caspr3 の発現領域、
発現細胞の同定を行った。その結果、Caspr3は胎生期から成体まで一貫して大脳基
底核に強く発現していることが明らかになった。 
第 3章では、第 2章で明らかにした Caspr3 の局在を基に、主に運動機能の評価
を中心とした行動テストバッテリーを組み、Caspr3 KO マウスの行動解析を行った。
その結果 Caspr3 KOマウスは、加速式ロータロッドテストによる初期の運動学習が
低下していることが明らかになった。運動学習には脳の様々な領域が関与している
ことが知られていることから、続いて Caspr3 KOマウスの運動学習の低下要因を探
ることに焦点を当てた。 
第 4章では、神経細胞活性化マーカーc-Fos に対する抗体を用いた免疫組織染色に
より、Caspr3 KOマウスの運動関連領域における運動前後での神経細胞の活性化に
ついて検討した。この結果から、Caspr3が運動による背内側線条体の神経活性化に
影響を与えていることを示唆する結果を得た。 
最後に第 5章では、この得られた結果からの最終討論を行っている。  
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第 2 章．マウス脳における Caspr3の発現および局在解析 
2．1．緒言 
Caspr3は1．2．細胞接着分子Casprファミリーでも触れたように、2002年に
Spiegelらによって同定された（Spiegel et al., 2002）。彼らの報告によれば、
Caspr3はヒトにおいて3つのスプライシングバリアントが同定されており、図1に示
した構造の他に、N末端側のEGFとFibrinogen-likeドメインの一部が欠損した膜結
合型のCaspr3-TMと、分泌型Caspr3Sが存在する。またNorthern blottingによりヒ
トCaspr3のRNAは、脳と脊髄特異的に発現が見られており、脳内では髄質、前頭葉、
側頭葉、脳梁、扁桃体および海馬に強く、尾状核被核 、黒質、視床や視床下核など
に発現していることが明らかされた（Spiegel et al., 2002）。また健常者の死後脳を
用いたin situ hybridizationによる,、ヒトCaspr3のmRNA発現解析では、脊髄、前
角の運動神経、海馬、そして脳梁のオリゴデンドロサイトなどに発現が見られたと
報告されている（Spiegel et al., 2002）。さらにSpiegelらは、Caspr3に対するポリ
クローナル抗体を作製し、免疫組織染色により小脳バスケット細胞の軸索や脳梁の
オリゴデンドロサイトの細胞体で、Caspr3タンパク質の発現が見られたと報告して
いる（Spiegel et al., 2002）。 
このようにCaspr3は、ヒト大脳の広い範囲で発現が見られていることから運動、
認知、記憶、情動など様々な脳機能に関わっている可能性が考えられる（Spiegel et 
al., 2002）。そこで、マウスを用いてCaspr3と脳機能との関係を明らかにするため
に、まずはマウス脳内におけるCaspr3の発現領域を明らかにする必要がある。 
 
当研究室では為房が、マウスCaspr3の細胞外ドメインを認識するCaspr3特異的な
モノクローナル抗体を作製した（為房, 2010）。また国立遺伝学研究所、マウス開発
研究室の小出 剛准教授らによってCaspr3 KOマウスが作製された。本章では、こ
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れら作製されたモノクローナル抗体とCaspr3 KOマウスを用いて、Caspr3のマウス
脳における発現時期や領域、細胞の同定を行った結果について述べる。 
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2．2．材料および方法 
2．2．1．実験動物 
実験には、C57BL/6JJmsSlc （B6）系統のマウス（Japan SLC, Shizuoka, 
Japan）を用いた。Caspr3 KOマウスは国立遺伝学研究所 マウス開発研究室で作製
された。Caspr3をコードする遺伝子 Cntnap3の exon 1を含む 6.058 bpのゲノム
領域を、ネオマイシン耐性遺伝子で置き換え、Cntnap3を欠損した対立遺伝子を作
製した。Cre-loxPシステムを用いてネオマイシンを除去した対立遺伝子を、エレク
トロポレーション法で ES細胞に遺伝子導入し、相同組み換えが起きた細胞をクロ
ーニングした。クローニングした細胞を ICR系統の雌マウスに移植し、キメラマウ
スを得た。雄のキメラマウスを、B6系統の雌マウスと 12世代戻し交配して得たマ
ウスを、本研究で使用した。Caspr3 KOマウスを用いる場合は、littermateである
Caspr3 野生型（WT）マウスをコントロールとして用いた。本章で扱う動物の管理
および実験は、神経科学会の実験動物の適正な実施ガイドラインに従って行われた。
マウスの飼育環境は、温度 25°C、湿度 50%で管理されており、12 時間毎の明暗サ
イクル（明期: 9～21時, 暗期: 21～9時）が設けられている。実験動物の管理や取り
扱い方法については、長岡技術科学大学の動物実験委員会で承認を得ている。また
動物の解剖の際には、適切な麻酔化で行い、動物への苦痛を最小限にする努力をし
ている。 
 
2．2．2．抗体 
一次抗体にはrat anti-Caspr3抗体（clone 1G6E2 腹水; 1: 4.000）、rat anti-
Caspr3抗体（3A2C4 腹水; DABを用いた免疫染色 1: 2,000; 免疫蛍光染色 
1:1,000）、mouse anti-β-tubulin抗体（Sigma, St. Louis, MO, Cat. #T4026; 1: 
5,000）、mouse anti-calbindin抗体（Diagnostic Biosystems, Pleasanton, 
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CA, Cat. #Mob295； 1： 500）、rabbit anti-Caspr2抗体（ポリクローナル抗体
（小林, 2004）; 1: 2,000）、rabbit anti-Caspr4抗体（clone 4D4 腹水（酒井, 
2009）; 1: 3,000）、goat anti-choline acetyltransferase（ChAT）抗体（Millipore, 
Billerica, MA, Cat. #AB144P; 1: 200）、rabbit anti-enkephalin（Immunostar, 
Hudson, WI, Cat. #20065; 1: 400）、rabbit anti-dopamine and cAMP regulated 
phosphoprotein of Mr. 32,00（DARPP-32）抗体（Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, Cat. #2302; Western blotting 1: 500; 免疫蛍光染色 1: 50）、mouse 
anti-glutamic acid decarboxylase（GAD）67抗体 （Millipore, Cat. #MAB5406; 1: 
1,500）、mouse anti-glial fibrillary acidic protein（GFAP）抗体（Sigma, Cat. 
#G3893; 1: 500）、mouse anti-myelin-associated glycoprotein（MAG）
（Millipore, Cat. #MAB1567; 1: 200）、rabbit anti-μ-opioid receptor（MOR）抗
体（Millipore, Cat. #AB5511; 1: 500）、mouse anti-neurofilament抗体
（Millipore, Cat. #MAB5262； 1： 500）、mouse anti-parvalbumin抗体（Sigma, 
Cat. #P3088; 1: 400）、rabbit anti-substance P（Millipore, Cat. #AB1566; 1: 
500）、rabbit anti-tyrosine hydroxylase（TH）抗体（Millipore, Cat. #AB152; 
Western blotting 1: 2,000; 免疫蛍光染色 1: 1,000）、guinea pig anti-vesicular 
GABA transporter（VGAT）抗体（Synaptic Systems, Gottingen, Germany, Cat. 
#131004; 1: 700）、guinea pig anti-vesicular glutamate transporter 1（VGluT1）
抗体（Millipore, Cat. #AB5905; 1: 2,000）を用いた。 
二次抗体には、horseradish peroxidase（HRP）標識rabbit anti-rat抗体（Dako, 
Carpinteria, CA, Cat. #P0450; 1: 1,000）、HRP標識sheep anti-mouse抗体（GE 
Healthcare, Piscataway, NJ, Cat. #NA931; 1: 5,000）、biotin標識rabbit anti-rat 
IgG（Vector Laboratories, Burlingame, CA, Cat. #BA-4001; 1: 250）、Alexa 
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Fluor 488標識goat anti-rat抗体（Invitrogen, Carlsbad, CA, Cat. #A11006; 1: 
2,000） 、Alexa Fluor 546標識goat anti-mouse抗体（Invitrogen, Cat. #A11030; 
1: 2,000）、Alexa Fluor 546標識goat anti-rabbit抗体（Invitrogen, Cat. #A11035; 
1: 2,000）、Alexa Fluor 546標識goat anti-guinea pig抗体（Invitrogen, Cat. 
#A11074; 1: 2,000）、Alexa Fluor 555標識donky anti-rat抗体（Invitrogen, Cat. 
#A21432; 1: 2,000）、Alexa Fluor 405標識goat anti-mouse抗体（Invitrogen, Cat. 
#A31553; 1: 1,000）を使用した。 
 
2．2．3．Western blotting による発現解析 
2．2．3．1．マウス脳ホモジネートサンプルの調製 
マウスを断頭して脳を取り出し、脳の重量を測定した。脳の9 倍量の2×SDS 
Sample Buffer（125 mM Tris-HCl pH 6.8, 20% glycerol, 10% 2-melcaptethanol, 
4.6% SDS, 0.002% bromophenol blue, 0.002% methylblue）を加え、氷上で冷やし
ながらホモジナイズした。ホモジナイズした試料を、100℃で5 分間加熱した。4℃、
15,000 rpmで10 分間遠心し、上清を回収した物をwestern blottingに用いる試料と
した。 
 
2．2．3．2．SDS-PAGE 
7.5% アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行った。分子量マーカーには
Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards（Bio-Rad, Cat. #161-0374） を用
いた。 
 
2．2．3．3．Western blotting（セミドライ式） 
転写後のニトロセルロース膜を、TBS-T（20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 
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NaCl, 0.1% Tween-20）に浸し 5 分間の洗浄を 2 回行った。洗浄後、blocking 
buffer（5% skim milk / TBS-T）で 1 時間 blockingを行った。続いて、blocking 
bufferで希釈した一次抗体を室温で 1 時間反応させた。Tris-buffered saline with 
Tween 20（TBS-T）で 4 分間の洗浄を 4 回行った後、blocking bufferで希釈した
二次抗体を室温で 1 時間反応させた。TBS-Tで 4 分間、4 回洗浄した後、ECL 
Western blotting Detection System（GE Healthcare, Cat. #RPN1209）および 
ECL Prime Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare, Cat. 
#RPN2232）を使用し、Luminescent Image Analyzer LAS-1000 mini（Fujifilm, 
Tokyo, Japan）を用いて検出した。 
 
2．2．4．免疫組織染色による局在解析 
2．2．4．1．灌流固定 
マウスをジエチルエーテルで麻酔し、冷却した灌流用 phosphate buffered saline
（PBS）（10 mM PB（0.2 M NaH2PO4, 0.8 M NaHPO4）, 0.15 M NaCl）で脱血
したた後、冷却した固定液（4 % paraformaldehyde（PFA）, 50 mM PB）を流し、
灌流固定した。脳を取り出し、バイアル瓶に入れ 4 ℃で 12 ～16 時間ローテーター
で回転させながら浸漬固定した。固定後は 15% sucrose / 0.1 M PB、20% sucrose / 
0.1 M PB 、25% sucrose / 0.1 M PB、30% sucrose / PBで置換し、脳が沈むまで
4℃のローテーターで回転させた。 
 
2．2．4．2．切片の作製 
免疫蛍光染色用の切片は、Cryostat HM 550（Zeiss）を用いて 14 mの厚さで作
製した。DAB染色用の切片は、凍結ミクロトーム（Zeiss）を用いて 50 mの厚さ
で作製した。 
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2．2．4．3．DABを用いた免疫組織染色 
Vectastain Elit ABC Standard Kit（Vector Laboratories，Cat. #PK6100）を用
いて染色を行った。脳切片を、0.3% H2O2/PBS-T（0.067 M PB pH 7.4, 0.15 M 
NaCl, 0.1% Triton X-100）中で 30 分間室温で振盪した。PBS-Tで 5 分間の洗浄を
3 回行った後、blocking buffer（10% bovine serum albumin （BSA）, 1.5% 
normal rabbit serum（NRS）/PBS-T）で 1時間ブロッキングを行った。0.2% 
BSA/PBS-Tで希釈した一次抗体を用いて、4℃で一晩反応させたた。PBS-Tで 5 分
間の洗浄を、室温で 3 回行った後、二次抗体として 1.5% NRS/PBS-T で希釈した
二次抗体を加え、1 時間振盪した。PBS-Tで 5 分間の洗浄を 3 回行った後、ABC 
reagent中で 30 分間振盪した。次に、0.1 M PBで 5 分間の洗浄を 3 回行い、
0.05% p-dimethylaminoazobenzene（DAB）/0.1 M PB中で 30 分間振盪した。そ
の後、1 %H2O2を加えた後、遮光して 10 分間発色させた。0.1 M PBで 5 分間の
洗浄を 4 回行った。洗浄後、切片を ammonium persulfate（APS）コートしたス
ライドガラスに載せ、室温で一晩乾燥した。乾燥後、100% エタノールに 5 分間ず
つ 2 回、キシレンに 5 分間ずつ 2 回浸し、脱水した。Permount（Fischer 
Scientific）で封入後、オールインワン蛍光顕微鏡（BZ-8100, Keyence, Osaka, 
Japan）で観察を行った。 
 
2．2．4．4．免疫蛍光組織染色 
スライドに貼り付けた脳切片に、PBS-T（組成は 2．2．4．3．DABを用いた免
疫組織染色を参照）を加え、5 分間の洗浄を 3 回行った後、 5 % normal goat 
serum（NGS）/PBS-Tで 1時間ブロッキングを行った。1 % NGS（ChATの染色
が含まれる場合には Fetal Bovine Serum （FBS）を使用）を含む PBS-Tで希釈し
第 2章．マウス脳における Caspr3の発現および局在解析 
32 
 
た一次抗体を加え、4 ℃で一晩反応させた。反応後、PBS-Tで 10 分間の洗浄を 3 
回行った後、1 % NGS/PBS-Tで希釈した二次抗体を、遮光しながら室温で 1 時間
反応させた。反応後、PBS-Tで 10 分間の洗浄を 3 回行った。洗浄後、Perma-
Fluor（Thermo Scientific, Waltham, MA）で封入し、共焦点顕微鏡（FV1000, 
Olympus, Tokyo, Japan）で観察・撮影を行った。 
 
2．2．4．5．データ解析および定量 
 Western blottingの定量は、Multi Gage（Fujifilm）を用いて行った。免疫蛍光
染色での細胞数のカウントは、共焦点顕微鏡の 100 倍レンズを用いて、1切片につ
き、片半球の内側線条体と外側線条体からそれぞれランダムに 2枚ずつ画像を取得
した。1個体から 3切片、3個体分のデータを解析に用いた。 
 
2．2．5．線条体初代培養神経細胞を用いた Caspr3の発現解析 
2．2．5．1．線条体初代培養神経細胞の培養および免疫蛍光細胞染色 
生後0～1 日のマウスから脳を取り出し、Hank’s balanced salt solution（HBSS ; 
Gibco, BRL, Cat. 21250-014）中で線条体を単離し、孔径140 mのステンレスメッ
シュを用いて分離した。パスツールピペットを用いて懸濁した細胞を、孔径70 m
のセルストレイナー（BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ）に通して篩にかけた。
直径60 mmの培養皿に0.1 mg/mL poly-L-lysine（PLL; ICN, Cat. #194544）コート
したカバーガラスを敷き、その上に細胞が～1.5×104 cells/cm2になるようにまいた。
細胞は、B27サプリメント（Invitrogen）と0.5 mM L-グルタミン（Invitrogen）を
含むNB培地（Gibco, Cat. #21103）中で培養し、37℃、5% CO2中で維持した。培
養液、5日おきに半分量を交換した。 
培養 7日目の細胞をカバーガラスごと取り出し、PBSで 3 回洗浄を行った。洗浄
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後、 4% PFA/PBSを加えて室温で 15分間細胞を固定した。固定後、必要に応じて
0.1% TritonXを含む PBSを加え、氷上で 10 分間透過処理をおこなった。PBSで 5
回洗浄した後、bocking buffer（0.5% BSA，10% NGS/PBS）で希釈した一次抗体
を加え、室温で 1時間反応させた。反応後、PBSで 5回洗浄した。洗浄後、
blocking bufferで希釈した二次抗体を加え、室温で 1時間反応させた。反応後、
PBSで 5回洗浄し、Perma-Fluor（Thermo） で封入した。封入後、共焦点顕微鏡
（FV1000, Olympus）で観察・撮影を行った。 
 
2．2．6．Caspr3 KOマウスの形態学的解析 
2．2．6．1．Nissl染色 
脳切片が張り付いたスライドガラスをドライヤーで風乾した後、MilliQ水に 1分
間浸し、切片を水和させた。次に 90％ エタノールに 1 分間浸した後、100％ エタ
ノールに 1 分間浸した。Chloroform-Ether-Alchol溶液（80% Chloroform，10% 
Ethylether，10% Ethanol）に 3 分間浸し、100% エタノールに 1分間、95％ エ
タノールに 1 分間、70％ エタノールに 1 分間浸した。MilliQ 水に 1 分間浸した後、
クレシルバイオレット溶液（0.1% クレシルバイオレット，8.4% acetic acid，
1.88% sodium acetate）に 10分間浸して、染色した。染色後、70％ エタノールで
2 分間脱色した後、90％ エタノールに 1 分間、95％ エタノールに 1分間、100％ 
エタノールに 1分間を 2 回、キシレンに 1 分間浸し、脱水した。Permountで封入
後、オールインワン蛍光顕微鏡で観察を行った。 
 
2．2．7．統計解析 
統計解析には、EZR（Saitama，Medical Centre，Jichi Medical University； 
http://www.jichi.ac.jp/saitama-sct/SaitamaHP.files/statmed.html; Kanda, 2013）
第 2章．マウス脳における Caspr3の発現および局在解析 
34 
 
を用いた。統計解析を行う前に、各データが正規性および等分散性の従うかどうか
を検討した。正規性の検定には Kolmogorov-Smirnov testを用い、等分散性の検定
には F-test使用した。データが正規性かつ等分散性に従う場合には、Student’s t-
testによる 2群間比較を行った。p < 0.05の場合に有意差があるとみなした。各グ
ラフは全て、平均値 ± 標準誤差を表したものである。  
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2．3．結果 
2．3．1．発達に伴う Caspr3の発現変化 
Caspr3の局在や機能を調べるにあたって、Caspr3タンパク質が脳のどの時期に
強く発現しているのかを知ることは重要である。当研究室では 2009 年度に為房が、
Western blottingに使用できる Caspr3抗体 1G6を作製した（為房，2010）。そこ
で、Caspr3 WTおよび KOマウス脳ホモジネートサンプルを用いたWestern 
blottingにより、Caspr3抗体 1G6が Caspr3特異的に反応することを確認した（図
6A）。Caspr3 WTマウス脳サンプルからは、約 160 kDaにバンドが見られ、
Caspr3 KOマウス脳サンプルからはバンドは検出されなかった（図 6A）。このこ
とから、抗体 1G6 が、Caspr3に特異的に反応していることが確認できた。次に胎
生期から成体までの各週齢のマウス全脳ホモジネートサンプルを用いて、発達過程
における Caspr3の発現変化を調べた（図 6B）。Caspr3は胎生期からすでに発現
しており、生後 7～14 日で発現ピークを迎えることが明らかになった。その後は
徐々に減少し、成体ではほとんど発現していなかった（図 6B）。以上のことから、
Caspr3は発達期に強く発現していることが明らかになった。 
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図 6 マウス脳における発達に伴う Caspr3の発現変化 
A：Caspr3 WTおよび KOマウス脳ホモジネートサンプルを用いた、Caspr3抗
体 1G6の特異性の検証。WTマウス脳サンプルでは約 160 kDにバンドが見ら
れ、Caspr3 KOマウス脳サンプルからはバンドが検出されなかった。B：各週
齡のマウス全脳ホモジネートサンプルを用いた Caspr3タンパク質発現の経時変
化。Caspr3は胎生期（embryonic stage：E）から発現しており、生後
（postnatal stage：P）7～14 日で発現ピークを迎えた。その後は徐々に減少し、
成体ではほとんど発現していなかった。-tubulinは、ローディングコントロー
ルとして用いた。 
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2．3．2．マウス脳における Caspr3 の発現解析 
Caspr3が脳内のどの領域に局在しているかを明らかにすることは、Caspr3の機
能を調べる上で重要である。2009年度に為房が作製した Caspr3 抗体 1G6は、
Western blottingには適用できるが免疫組織染色では反応しなかった（為房，
2010）。そこで為房は、免疫組織染色に使用できる Caspr3モノクローナル抗体と
して、clone 3A2を得た（為房, 2010）。そこで、生後 21 日目の Caspr3 WTおよ
び KOマウス脳切片を用いて、Caspr3抗体 3A2の特異性を検証したところ、WT
マウス脳でのみシグナルが得られ、Caspr3 KOマウス脳からはシグナルが検出され
なかった（図 7A）。このことから、抗体 3A2が Caspr3特異的に反応していること
が確認できた。そして Caspr3の発現は大脳の広い範囲で見られ大脳皮質、嗅球、
海馬などでシグナルが検出された（図 7A）。特に線条体、外節淡蒼球、黒質、そし
て線条体－黒質間をつなぐ繊維上に強いシグナルが検出され、Caspr3が大脳基底核
に強く発現していることが明らかになった（図 7A）。Western blotting で Caspr3
の発現が強かった、生後 14 日目の脳切片を用いた免疫染色でも同様の結果が得ら
れた（図 7B）。脳領域は正中線を基準に、正中線により近い領域を内側、遠い領域
を外側と呼ばれている。線条体における Ccaspr3の発現は、外側よりも内側の領域
で強い傾向にあった（図 7B）。また海馬では歯状回分子層にシグナルが強く、視床
の様々な領域にも Caspr3が発現している結果が得られた（図 7B）。Western 
blottingの結果では、胎生期の脳でも Caspr3の発現が認められた（図 6B）。そこ
で、胎生 17.5 日目の脳切片を用いた Caspr3の免疫蛍光染色を行ったところ、線条
体や淡蒼球に強いシグナルが検出された（図 7C左、中）。一方神経細胞の産生に関
与し、神経幹細胞が存在する脳室下帯には Caspr3の発現は見られなかった（図 7C
左）。また黒質線条体路にも Caspr3の強いシグナルが得られた（図 7C右）。以上
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のことから Caspr3は胎生期、発達期共に、大脳基底核に強く発現していることが
明らかになった。 
生後 14日の線条体において、Caspr3のタンパク質発現は外側より内側が強いと
いう濃度勾配が見られた（図 7B）。またWestern blottingによる Caspr3タンパク
質発現の結果を受けて、線条体における Caspr3発現の濃度勾配が発達に伴って変
化をする可能性を考えた。そこで発達期のマウス線条体を同時に染色して比較した
ところ、生後 21、28日では全体的にシグナルが弱まっているが、Caspr3の発現が
外側より内側が強いという傾向は生後 7～28日の線条体で一貫していることが明ら
かになった（図 8A）。また 6層の層構造を持つ大脳皮質では、生後 7、14日目のマ
ウスでは特に第 5層に Caspr3の強いシグナルが検出されたが、21日目以降では全
体的にシグナルは弱くなっていた（図 8B）。 
図 6で示したWestern blotting の解析によれば、Caspr3は主に発達期に発現が
強く、成体脳ではほとんど発現が見られなかった（図 6）。しかし、Caspr3の脳機
能への関与を調べていくにあたって、成体脳での Caspr3の発現領域も明らかにし
ておく必要がある。10週齡の成体マウス脳切片を用いて、Caspr3 抗体を用いた
DABによる免疫染色を行ったところ。成体脳における Caspr3の発現は、全体的に
シグナルは弱いが、主に線条体と黒質での発現が見られ、発達期と同様に大脳基底
核に発現していることが明らかになった（図 9A）。さらに冠状切片での染色像から、
線条体における Caspr3 の発現は、発達期と同様に外側よりも内側が強い傾向にあ
ることが明らかになった（図 9B）。 
 以上の結果から、Caspr3が発達期の大脳基底核に特に強く発現しており、その発
現は胎生期から成体まで一貫していることが明らかとなった。また線条体では外側
より内側での発現が強く、濃度勾配が存在することが示唆された。 
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図 7 免疫組織染色による Caspr3のマウス脳内における発現領域 
A：生後 21日（P21）の Caspr3 WTおよび KOマウス脳を用いた、Caspr3抗体
3A2の特異性の検証。WTマウス脳において、Caspr3は大脳皮質（cerebral 
cortex：Cx）、嗅球（olfactory bulb：Ob）、海馬（hippocampus：Hip）など大脳
の広い範囲でシグナルが得られ、Caspr3 KOマウス脳ではシグナルが検出されなか
ったことから、抗体の特異性を確認できた。Scale bars：1 mm。B：P14マウス脳
を用いた Caspr3の免疫染色。Caspr3は線条体（striatum：Str）、側座核
（nucleus accumbens：NAcc）、外節淡蒼球（external segment of the globus 
pallidus：GPe）、黒質（substantia nigra：SN）、さらに線条体－黒質をつなぐ繊
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維上など大脳基底核に強く発現していた（矢印）。線条体では外側より内側が強い
傾向にあった。脳の正中線を基準に正中線に近い領域を内側、遠い領域を外側とす
る。Caspr3は海馬の歯状回分子層に強く発現しており、視床にも局在していた。
Scale bars：矢状切片および冠状切片；1 mm。海馬拡大図；250 m。C：胎生期
（E17.5）マウス脳を用いた Caspr3の免疫染色。Caspr3は、線条体（Str）や淡蒼
球（GP）に強く発現していた。神経幹細胞が存在する脳室下帯（subventricular 
zone：SVZ）には発現していなかった。黒質線条体路（nigrostriatal pathway：
nsp）にも強いシグナルが検出された。Scale bars： 500 m。  
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図 8 生後（P）7～28日マウス脳の線条体および大脳皮質の Caspr3 発現パターン 
線条体（上段）における、Caspr3発現の濃度勾配は生後（P）7～28日まで変わら
ずに外側より内側が強かった。大脳皮質（下段）における Caspr3 の発現は P7、
P14では主に第 5層に強かったが、P21、P28の大脳皮質では全体的に Caspr3の発
現が弱くなっていた。Scale bars：線条体；1 mm、大脳皮質：100 m 
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図 9 成体マウス脳での Caspr3の発現解析 
A：成体マウス脳（10週齡）の矢状切片における Caspr3の免疫組織染色。Caspr3
は線条体（Str）と黒質（SN）に強く発現していた。B：冠状切片における Caspr3
の免疫組織染色。線条体での Caspr3 の発現は、外側より内側での発現が強かった。
Scale bars：1 mm。 
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2．3．3．マウス大脳基底核における Caspr3の局在解析 
 Western blottinigおよび DABを用いた免疫組織染色により、Caspr3が発達期の
大脳基底核において、特に強く発現していることが明らかになった。そこで Caspr3
のマウス大脳基底核における局在をより詳細に明らかにするために、Caspr3の発現
が最も強い生後 7日目のマウス脳を用いて、大脳基底核における Caspr3の発現細
胞の同定を行った。 
 まず初めに、DABを用いた免疫染色で Caspr3のシグナルが線条体と黒質をつな
ぐような繊維上に検出されたこと（図 7A，B）、胎生期脳を用いた免疫蛍光染色で
は黒質線条体路に Caspr3の発現が見られた（図 7C）ことから、線条体の投射神経
細胞MSNに注目した（図 10）。染色の結果、線条体において Caspr3は細胞体で
の発現が見られた。さらにMSNのマーカーである DARPP-32との蛍光二重染色か
ら、Caspr3と DARPP-32との共局在が見られた（図 10 Striatum, 矢印）。しかし
Caspr3と DARPP-32が共局在するのは一部であり、Caspr3を発現しないMSNも
存在した（図 10 Striatum, 矢頭）。また逆に、Caspr3を発現しているが、
DARPP-32を発現しない細胞もいることから、Caspr3は線条体のインターニュー
ロンにも発現していることが示唆された（図 10 Striatum, アスタリスク）。また腹
側線条体の一部である側座核においても同様に、Caspr3と DARPP-32が共局在し
ている細胞、Caspr3 もしくは DARPP-32のどちらかのみを発現している細胞が観
察された（図 10 NAcc）。また黒質や外節淡蒼球でも、Caspr3は細胞体に発現して
いることが明らかとなった（図 10 SN, GPe）。これらの領域において、Caspr3は
細胞体での発現だけでなく、ドット状のシグナルも多く観察された（図 10）。MSN
が投射している黒質や外節淡蒼球には、MSNの軸索末端と思われる DARPP-32の
シグナルが観察された（図 10 SN, GPe）。しかし、線条体や側座核では Caspr3が
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MSNに発現していたにも関わらず、黒質や外節淡蒼球で見られた Caspr3のドット
状シグナルは、DARPP-32のシグナルとオーバーラップしていなかった（図 10 SN, 
GPe）。 
Caspr3と DARPP-32の蛍光二重染色の結果から、Caspr3が線条体の細胞体に発
現し、一部のMSNに局在していることが明らかになった（図 10）。また線条体に
おける Caspr3の発現は、外側よりも内側が強かった（図 7B）。このことから線条
体における Caspr3発現細胞が、外側のより内側の細胞に多いのではないかと考え
た。MSNのマーカーである DARPP-32は、出生時には発現量はまだ少なく、生後
1～3週間にかけて増加し、ラットの場合では生後 3週間で成体と同等の発現レベル
に達する（Hemmings et al., 1992; Masuda et al., 2011）。そのため、Caspr3の発
現が強い生後 7日目と 21日目のマウス線条体を用いて、Caspr3 と DARPP-32の発
現細胞の割合を調べた（図 11A）。その結果、Caspr3陽性細胞数は生後 7日（33.2 
± 2.1%）と 21日（27.6 ± 4.8%）で有意差はなく、線条体細胞の 30%前後であった
（図 13A）。一方、DARPP-32は生後 7日（45.7 ± 1.6%）から 21日（75.8 ± 2.0%）
にかけて陽性細胞の割合が増加していた（p < 0.0001; 図 11A）。そして Caspr3と
DARPP-32を共発現している細胞の割合は、7日目（23.6 ± 1.6%）と 21日目
（22.1 ± 4.0%）で特に差はなかった。さらに DAB染色の結果では、線条体におけ
る Caspr3の発現には濃度勾配があり、外側に比べて内側が強かった（図 7B）が、
線条体における Caspr3 の陽性細胞数の割合は、7日目と 21日目どちらも内側と外
側で有意差がなかった（図 11B, C）。 
 Caspr3がMSNに局在していることが明らかになったが、大脳基底核で重要なも
う 1つの主要な神経細胞として、黒質のドーパミン作動性神経細胞がある。Caspr3
がドーパミン作動性神経細胞に発現しているかを調べるため、マーカーである TH
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と Caspr3の蛍光二重染色を行った（図 12）。黒質緻密部において、ドーパミン作
動性神経細胞の細胞体に THのシグナルが検出でき、その周囲に Caspr3のドット
状のシグナルが観察されたが、Caspr3と THのシグナルはオーバーラップしていな
かった（図 12 SNc）。また Caspr3は黒質網様部や線条体でも多くのドット状シグ
ナルが検出されているが、THのシグナルとオーバーラップすることはなかった（図
12 SNr, Striatum）。続いて Caspr3が発現していた黒質線条体路についても観察
を行ったところ、Caspr3と THのシグナルとは全く異なる線維上に発現していた
（図 13A）。一方 Caspr3と DARPP-32は同じ繊維の束に発現が見られたが、それ
ぞれのシグナルは異なるドット状シグナルで、オーバーラップはしていなかった
（図 13B）。 
線条体において、Caspr3はMSN以外の細胞体にも発現が見られたことから、線
条体インターニューロンでの発現が示唆された（図 12 Striatum，NAcc，アスタリ
スク）。図 10の線条体で見られた Caspr3 のみを発現する細胞は、MSNに比べて
大きいことから、大型の細胞体を持つアセチルコリン作動性インターニューロン
（Bolam et al., 1984；Phelps et al., 1985；Wilson et al., 1990）ではないかと予想
した。そこでアセチルコリン作動性インターニューロンのマーカーである ChATと
Caspr3の蛍光二重染色を行ったところ、Caspr3と ChATは共局在していた（図
14A）。一方、parvalbumin 含有 GABA作動性インターニューロンのマーカーであ
る parvalbuminとの蛍光二重染色では、Caspr3は parvalbuminと共局在していな
かった（図 14B）。また Speigelらの報告では、Caspr3はオリゴデンドロサイトで
の発現も見られている（Speigel et al., 2002）。そこで、グリア細胞での Caspr3の
発現も検討したが、Caspr3はオリゴデンドロサイトおよびアストロサイトには発現
していなかった（図 15）。以上の結果から、Caspr3は発達期の線条体において、
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アセチルコリン作動性インターニューロンと一部のMSNに局在していることが示
唆された。 
 
1．4．大脳基底核でも述べたように、大脳基底核は非常に複雑な神経回路を持つ。
線条体からは直接路（線条体―黒質網様部）と間接路（線条体―外節淡蒼球）とい
った 2つの経路がある。さらには線条体にはmatrixと striosomeと呼ばれる発生学
的に異なる 2つのコンパートメントが存在し、MSNはそれぞれの経路およびコンパ
ートメントに存在している。Caspr3が一部のMSNに発現していることから、次は
その発現が経路特異的あるいは、コンパートメント特異的なものかどうかについて
調べた（図 16, 17）。 
まずこれまでの結果から、Caspr3が黒質線条体路に発現していることが明らかに
なっており、少なくとも直接路のMSNには Caspr3が発現していることが予想され
た。直接路MSNのマーカーである substance Pと Caspr3の蛍光二重染色では、
Caspr3と substance P のシグナルがオーバーラップしており、Caspr3が直接路の
MSNに発現していることが示唆された（図 16A）。一方、間接路のMSNのマーカ
ーである enkephalinとも Caspr3は共発現しており（図 16B）、Caspr3は両方の
経路のMSNに発現している可能性が考えられた。 
 次に、matrixおよび striosomeのMSNにおける Caspr3の発現を調べた（図
17）。matrixのMSN のマーカーとして、calbindinがあり、Caspr3と DARPP-32
と併せて蛍光三重染色を行ったところ、3つのタンパク質が共局在していた（図
17A矢印）。しかし中には、Caspr3と DARPP-32を発現しているが calbindinを
発現していない細胞も存在し（図 17A矢頭）、Caspr3が striosomeのMSNにも発
現している可能性が示唆された。そこで striosomeのMSNのマーカーであるMOR
と Caspr3の蛍光二重染色を行ったところ、これらの共局在が観察された（図 17B
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矢印）。従って、Caspr3はmatrixと striosome両方のMSNに発現している結果
が得られた。以上のことから、Caspr3の発現は経路やコンパートメント特異的では
ないことが示唆された。 
 
 Caspr3の発現は細胞体での発現だけでなく、多くのドット状のシグナルも観察さ
れている（図 10，図 12，図 13）。DARPP-32や THとの蛍光二重染色では、MSN
やドーパミン作動性神経細胞の末端と思われるシグナルについても観察を行ってい
たが、どれも Caspr3 と共局在しなかった（図 10，図 12）。そこで、Caspr3のド
ット状シグナルについて、シナプスマーカーとの蛍光二重染色を行った（図 18～
20）。大脳基底核は、主に GABA作動性神経細胞で構成されており、大脳皮質と視
床からグルタミン酸作動性神経細胞の入力を受けている。まず GABA作動性神経細
胞のプレシナプスマーカーとして、GAD67を用いて Caspr3との蛍光二重染色を行
った（図 18）。外節淡蒼球において、Caspr3と GAD67は一部の細胞体で共局在
していたが、それぞれのドット状シグナルはオーバーラップしなかった（図 18 
GPe）。また視床下部や黒質においても GABA作動性神経細胞の入力があるが、
Caspr3と GAD67のシグナルはオーバーラップしなかった（図 18 STN, SN）。次
に GAD67とは別の GABA作動性神経細胞のプレシナプスマーカーとして VGATを
用いて、Caspr3と蛍光二重染色を行った（図 19）。ここでは大脳基底核だけでな
く、大脳皮質や海馬歯状回なども観察し、至る所で Caspr3のドット状シグナルを
検出したが、VGATと Caspr3が共局在することはなかった（図 19）。最後にグル
タミン酸作動性神経細胞のプレシナプスマーカーである VGluT1と Caspr3の免疫
二重染色を行ったが、GAD67や VGATと同様、Caspr3と共局在する結果は得られ
なかった（図 20）。 
Caspr3と同じファミリー分子である Casprや Caspr2は、有髄神経の軸索上に発
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現し、ミエリンと密に接するパラノード領域やその隣のジャクスタパラノード領域
に局在していることが明らかになっている（Rios et al., 2000；Poliak et al., 2003；
Traka et al., 2003）。このことから、Caspr3のドット状シグナルがパラノードやジ
ャクスタパラノード領域に局在しているものである可能性を考えた。そこでミエリ
ンの観察が容易であるマウス脊髄を用いて、Caspr3とミエリンのパラノード領域の
マーカーである Casprの蛍光二重染色を行った（図 21）。脊髄において、Caspr3
はドット状のシグナルが検出されたが、Casprと Caspr3の共局在は観察されなか
った（図 21）。またこれらのシグナルは隣り合うこともなく、Caspr3はパラノー
ドの隣にあるジャクスタパラノード領域にも局在していないことが示唆された（図
21）。以上の結果から、Caspr3のドット状シグナルはシナプスやミエリンに局在す
るものではないことが考えられる。 
 
 黒質線条体路における Caspr3と DARPP-32との二重染色で、これらドット状シ
グナルは同じ線維上に発現はしているようだが、オーバーラップはしていなかった
（図 13B）。また Spiegel らの報告でも、領域は異なるが、脳梁や脊髄などで軸索
に沿った Caspr3のシグナルを検出しており、このシグナルは輸送小胞ではないか
と述べている（Spiegel et al., 2002）。このことから、黒質線条体路で観察された
Caspr3と DARPP-32のシグナルは、異なる小胞で輸送されているものではないか
考えた。そこで、Caspr3が細胞内に多く局在するかどうかを検証するため、生後 0
日のマウスから線条体を取り出し、培養 7日目の線条体初代培養神経細胞を用いた
解析を行った（図 22）。Caspr3は膜貫通タンパク質であり、細胞表面に出ている
ことが予想されるため、界面活性剤処理を行わなくても Caspr3抗体での染色は可
能であると考えられる。そこで線条体の初代培養神経細胞に界面活性剤処理を行っ
た場合と、行わなかった場合の Caspr3抗体での染色を行い、Caspr3のシグナルを
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比較した。その結果、界面活性剤処理を行った場合、MSNマーカーDARPP-32と
軸索マーカーpNeurofilament で染められたMSNの軸索上に、Caspr3のシグナル
が検出された（図 22A）。それに対して界面活性剤処理を行わなかった場合には、
Caspr3のシグナルはほとんど検出されなかった（図 22B）。以上の結果から、
Caspr3は細胞内に多く存在している可能性が示唆された。 
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図 10 生後 7日のマウスにおける Caspr3と DARPP-32の免疫蛍光二重染色 
線条体（Striatum）において、Caspr3は一部の投射神経細胞MSN のマーカー
DARPP-32と一部共局在しており（Striatum，矢印）、矢頭で示した細胞では
DARPP-32のみを発現していた（Striatum，矢頭）。また DARPP-32を発現して
いない細胞にも Caspr3 の発現が見られた（Striatum，アスタリスク）。側座核
（NAcc）でも同様に、Caspr3と DARPP-32が共局在している細胞（NAcc，矢
印）、DARPP-32のみ発現している細胞（NAcc，矢頭）、Caspr3 のみを発現して
いる細胞（NAcc，アスタリスク）が存在した。MSNの投射先である黒質網様部
（subventricular zone：SNr）や外節淡蒼球（GPe）で DARPP-32のドット状のシ
グナルが検出されたが、Caspr3のシグナルとはオーバーラップしなかった。Scale 
bars；merge：20 m、expand：5 m。  
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図 11 線条体における Caspr3と DARPP-32の陽性細胞数の割合 
A：線条体における Caspr3 と DARPP-32の発現細胞数の割合。Caspr3発現細胞数
の割合は、生後（P）7日目と 21日目で有意な差はなった。一方、DARPP-32発現
細胞数は P7から P21にかけて有意に増加した。また Caspr3と DARPP-32を共発
現している細胞は、発達に伴う増加は見られなかった。B、C：線条体の内側と外側
における、Caspr3 と DARPP-32 の発現細胞数の割合。これら発現細胞数の割合は、
P7（B）と P21（C）どちらにおいても有意差はなかった。***p < 0.001，t-test。n 
= 3。 
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図 12 生後 7日のマウスにおける Caspr3と THの免疫蛍光二重染色 
黒質緻密部（substantia nigra pars compacta：SNc）においては、ドーパミン作
動性神経細胞のマーカーTHの発現がドーパミン作動性神経細胞の細胞体見られた。
その周囲に、Caspr3 のドット状のシグナルが検出されたが、Caspr3と THは共局
在しなかった。黒質網様部（SNr）においては、Caspr3は細胞体での発現とドット
状のシグナルが検出され、THはドット状のシグナルが検出されたが、Caspr3と
THのシグナルはオーバーラップしなかった。線条体（Striatum）においても SNc
から投射されたドーパミン作動性神経細胞の末端と思われる THのシグナルが見ら
れたが、Caspr3と THは共局在していなかった。Scale bars；merge：20 m、
expand：5 m。 
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図 13 黒質線条体路における Caspr3の発現解析 
A：生後 7日マウスの黒質線条体路における、Caspr3とドーパミン作動性神経細胞
のマーカーTHの蛍光二重染色。Caspr3と THは異なる線維上に発現が見られた。
B：Caspr3とMSN のマーカーDARPP-32の蛍光二重染色。Caspr3と DARPP-32
は同じ繊維上に発現はしているようだが、2つのシグナルはオーバーラップしてい
なかった。Scale bars；20 m、expand：5 m。 
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図 14 線条体インターニューロンにおける Caspr3の発現解析 
A：生後 7日マウス線条体における、Caspr3とアセチリルコリン作動性インターニ
ューロンのマーカーChATの蛍光二重染色。Caspr3は ChATと共局在していた（矢
印）。B：Caspr3とパルブアルブミン含有 GABA作動性インターニューロン
parvalbumin（Pv）の蛍光二重染色。Caspr3と parvalbuminは共局在していなか
った（矢印）。Scale bars；20 m。 
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図 15 グリア細胞における Caspr3 の発現解析 
A：生後 7日目マウス線条体における、Caspr3とオリゴデンドロサイトのマーカー
MAG との蛍光二重染色。Caspr3 と MAG のシグナルはオーバーラップしなかった。
B：生後 0日目のマウス線条体から取り出した、培養 7日目の線条体初代培養神経
細胞の Caspr3とアストロサイトのマーカーGFAPとの蛍光二重染色。Caspr3と
GFAPは、共局在はしなかった。Scale bars；20 m。 
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図 16 直接路および間接路 MSNおける Caspr3の発現解析 
A：生後 7日目のマウス線条における、Caspr3と直接路（線条体－黒質網様部）
MSNのマーカーsubstance P の蛍光二重染色。Caspr3は substance P、と共局在し
ていた（矢印）。B：Caspr3と間接路（線条体－外節淡蒼球）MSN のマーカー
Enkephalinの蛍光二重染色。Caspr3は enkephalinと共局在していた（矢印）。
Scale bars；merge：20 m、expand：5 m。 
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図 17 matrix および striosomeの MSNおける Caspr3 の発現解析 
A：生後 7日目のマウス線条における Caspr3とMSNのマーカーDARPP-32、
matrixのMSNのマーカーcalbindinの蛍光三重染色。一部の細胞で Caspr、
DARPP-32、calbindinの共局在が見られた（矢印）。一方、Caspr3と DARPP-32
を発現しているが、calbindinを発現していない細胞も存在した（矢頭）。B：
Caspr3と striosome のMSNマーカーMORの蛍光二重染色。Caspr3 とMORは共
局在していた（矢印）。Scale bars；merge：20 m、expand：5 m。  
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図 18 生後 7日目のマウス脳における Caspr3と GAD67の免疫蛍光二重染色 
外節淡蒼球（GPe）の細胞体において一部、Caspr3と GABA作動性神経細胞の
マーカーGAD67の共局在が見られた（GPe，矢印）。しかし、それぞれのドット状
シグナルはオーバーラップしなかった。また視床下核（subthalamic nucleus：STN）
や黒質（SN）においても、Caspr3と GAD67のドット状シグナルはオーバーラッ
プしなかった。Scale bars；merge：20 m、expand：5 m。 
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図 19 生後 7日目のマウス脳における Caspr3と VGATの免疫蛍光二重染色 
黒質（SN）、線条体（Striatum）、外節淡蒼球（GPe）、海馬歯状回
（DGmol）、大脳皮質（Cx）それぞれにおいて、Caspr3と GABA作動性神経細胞
のプレシナプスマーカーVGATのドット状シグナルが得られたが、共局在は見られ
なかった。Scale bars；5 m。 
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図 20 生後 7日目のマウス脳における Caspr3と VGluT1の免疫蛍光二重染色 
黒質（SN）、線条体（Striatum）、外節淡蒼球（GPe）、海馬歯状回
（DGmol）、大脳皮質（Cx）のそれぞれにおいて、Caspr3とグルタミン酸作動性
神経細胞のプレシナプスマーカーVGluT1のドット状シグナルが得られたが、共局
在は見られなかった。Scale bars；5 m。  
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図 21 マウス脊髄における Caspr3 の発現解析 
生後 14日のマウス脊髄を用いた Caspr3とミエリンのパラノード領域のマーカー
Casprとの蛍光二重染色。Caspr3はドット状のシグナルが検出されたが、Casprと
共局在せず、シグナルが隣り合うこともなかった。Scale bars；5 m。 
  
第 2章．マウス脳における Caspr3の発現および局在解析 
63 
 
 
図 22 線条体初代培養神経細胞を用いた Caspr3の局在解析 
生後 0日目のマウス線条体から取り出した、培養 7日目の初代培養神経細胞を用
いた、Caspr3とMSN のマーカーDARPP-32、軸索のマーカーpNeurofilament の
蛍光三重染色。界面活性剤（0.1% Triton-X）処理をした場合の Caspr3 の染色（A）
と、界面活性剤処理をしなかった場合の Caspr3の染色（B）を比較した。界面活性
剤処理が施さなかった時（B）に比べて、界面活性剤処理を施した初代培養神経細胞
（A）の方が、Caspr3 の強いシグナルが検出された。Scale bars； merge：20 m ，
expand：5 m。  
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2．3．4．Caspr3 KOマウスの形態学的解析およびタンパク質発現 
これまで、マウス脳における Caspr3の発現時期、領域、細胞について同定を行
ってきた。その結果 Caspr3は発達期の大脳基底核に特に強く発現していた。また
線条体においては、Caspr3はアセチルコリン作動性インターニューロンと一部の
MSNに局在していることが明らかとなった。Caspr3が発達期の大脳基底核に強く
発現することから、Caspr3の欠損が大脳基底核の構造に影響を及ぼす可能性が考え
られる。 
そこでまずは、Nissl染色により Caspr3 KOマウスの大脳基底核の全体的な形態
の観察を行った（図 23）。Caspr3の発現が強い生後 14日目のマウス脳矢状切片を
用いて、Caspr3 WTおよび KOマウスの線条体、外節淡蒼球、黒質の全体的な様子
を観察した。その結果、Caspr3 KOマウスの領域には、領域全体の歪みや萎縮とい
った構造的な異常は見られなかった（図 23）。 
また Caspr3が発達期に強く発現することから、大脳基底核内の細胞の発達に影
響が出ている可能性を考えた。大脳基底核で特に重要な細胞は線条体のMSNや黒
質のドーパミン作動性神経細胞であり、Caspr3は発達期のMSN に発現している。
Caspase3の免疫染色ではアポトーシスを確認できなかったが、Caspr3の欠損が
MSNの変性を引き起こしている可能性が考えられる。またシナプスを作れない細胞
は細胞死によって除去されることから、MSNの変性によって、MSN に投射してシ
ナプスを作るドーパミン作動性神経細胞も影響を受ける可能性が考えられる。そこ
で、これらの細胞のマーカーである DARPP-32や THのタンパク質発現量が、
Caspr3の欠損によって影響を受けて減少していないかを調べることを考えた。それ
に加えて、Casprファミリー分子はどれも似た構造を持っている（図 1）。このこ
とから Caspr3欠損により同じファミリー分子が Caspr3の機能を補償する可能性が
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あり、Caspr3 KOマウス脳では Casprファミリー分子の発現量が増加するのではな
いかと考えた。そこで、生後 7日目の Caspr3 WT および KOマウス全脳ホモジネ
ートサンプルを用いたWestern blottingにより、関連タンパク質の発現量を比較し
た（図 24）。しかし、Caspr3 WTおよび KOマウス脳においては DARPP-32、TH、
Caspr2、Caspr4のタンパク質発現量に有意差はなかった。 
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図 23 Nissl 染色による Caspr3 KOマウスの形態学的解析 
生後 14日目の Caspr3 WTおよび KO脳切片を用いて Nissl染色を行い、線条体
（Striatum）、黒質（SN）、外節淡蒼球（GPe）の全体的な構造を比較した。
Caspr3 KOマウス脳では、これらの領域に歪みや萎縮などは見られなかった。
Scale bars；500 m。 
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図 24 Western blotting による Caspr3 KOマウス脳でのタンパク質発現の比較 
生後 7日目の Caspr3 WTおよび KO脳ホモジネートサンプルを用いて DARPP-
32、TH、Caspr2、Caspr4の発現量を比較した。Caspr3 KOマウスにおけるこれ
らタンパク質発現量は、WTマウスと比べて特に有意差はなかった。WT；n = 4、
Caspr3 KO；n = 4。 
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2．4．考察 
Western blottingと免疫染色による解析から、Caspr3が発達期の大脳基底核に強
く発現していることが明らかになった（図 6、図 7）。またWestern blotting の結
果では、胎生期や発達期に比べると成体脳での発現はかなり弱かった（図 6）が、
成体脳切片を用いた免疫染色の結果では、Caspr3は成体脳においても大脳基底核強
く発現していた（図 9）。Spiegelらの報告では、ヒト成体脳では Northern 
blottingにより前頭葉、側頭葉、海馬、脳梁に強い発現が見られた（Spiegel et al., 
2002）。またヒト成体脳では、大脳基底核にもシグナルは見られるものの、発現は
それほど強くはない。それ対してマウス脳では、胎生期から成体脳まで一貫して大
脳基底核での発現が目立って強かった。Western blotting ではタンパク質、
Northern blottingでは RNAの発現解析という違いから、マウス脳とヒト脳での
Caspr3の発現を正確に比較することはできないが、マウス脳における Caspr3は、
ヒト脳とは異なる役割を持つ可能性が示唆された。また Caspr3が、胎生期から成
体脳まで一貫して大脳基底核に強く発現していることから、マウスにおいて Caspr3
は、運動制御に関与している可能性が考えられる。 
 
Caspr3 は線条体の中でも、一部の投射神経細胞 MSN に局在していた（図 10）。
線条体における Caspr3 の発現は、発達期から成体まで一貫して外側より内側が強
かった（図 8、図 9B）。しかし、線条体における Caspr3の発現細胞の割合は、内
側と外側で有意な差がなかった（図 10）。マカクザルでは逆行性トレーサーを用い
た解析により、大脳皮質の各運動野から線条体への入力には由来する領野によって
入力様式が異なることが報告されている（Takada et al., 1998）。一次運動野から
は線条体の外側に投射するのに対して、Caspr3の発現が強い内側は、補足運動野か
らの投射を受ける。これらのことから線条体での Caspr3発現の濃度勾配は、線条
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体細胞での発現に由来するものではなく、大脳皮質の各領野からの投射の違いによ
るものであることが示唆される。このことから Caspr3が、ある特定の大脳皮質－
線条体路に発現している可能性が考えられる。Caspr3は直接路の MSNと間接路の
MSNそれぞれのマーカーとも共局在していた（図 16）。ただし一部では、直接路
のMSNや間接路のMSNのマーカーは、1つのMSNに複数発現していることも報
告されており（Aizman et al., 2000；Perreault et al., 2011）、今回報告した発現細
胞の結果からは、Caspr3が大脳基底核の経路特異的に発現している可能性は排除で
きない。一方、Caspr3 のmatrixや striosomeのMSNでの発現は、それぞれのマ
ーカーとの共局在が見られた（図 17）。このことから Caspr3の発現は、コンパー
トメント特異的な発現ではないことが考えられる。今後は、トレーシング解析を用
いて Caspr3発現細胞の正確な投射経路を明らかにする必要があると考えられる。 
 
今回、Caspr3は脳の至るところでドット状シグナルが検出されたが、これらはミ
エリンやシナプスマーカーとは共局在しなかった（図 18～21）。今回用いたシナプ
ルマーカーは全てプレシナプスマーカーであり、ポストシナプス側での局在は調べ
ていない。Caspr3のドット状シグナルがポストシナプスに局在している可能性も考
えられることから、今後はポストシナプスマーカーと Caspr3との蛍光二重染色も
検討する必要があると考えられる。 
また線条体の初代培養神経細胞を用いた免疫蛍光染色からは、Caspr3は細胞内に
多く存在するという結果を得た（図 22）。Spiegelらの報告でも、Caspr3は軸索に
沿ったシグナルが検出されており、輸送小胞ではないかと予想している（Spiegel et 
al., 2002）ことから、今後は Caspr3と輸送小胞マーカーとの蛍光二重染色も検討す
る必要がある。 
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今回の Caspr3 KOマウスを用いた Nissl 染色での形態学的解析では、大脳基底核
の全体的な構造に異常は見られなかった（図 23）。また、Caspr3 KOマウスにおけ
る大脳基底核の重要なタンパク質および Casprファミリー分子の発現量も、WTマ
ウス脳と比較して有意な差は見られなかった（図 24）。今回、Caspr3欠損による
アポトーシスへの影響を考え、生後 14日および 1ヶ月齢の Caspr3 KOマウス脳を
用いて、アポトーシスのマーカーである Caspase3で免疫蛍光染色行ったが染まら
なかった（データ無し）。この Caspase3の染色では、DNase処理によるアポトー
シスのポジティブコントロールを用意しなかったため、Caspr3 KOマウス脳ではア
ポトーシスが起きていないのか、Caspase3の免疫染色が失敗しているのかが判断で
きない。今後は、DNase処理によりアポトーシス起こさせたサンプルをポジティブ
コントロールとして用意し、Caspr3 KOマウス脳でのアポトーシスを検証する必要
がある。 
また、大脳基底核の損傷は、様々な不随意運動を引き起こすことが知られており
（Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Obeso et al., 2000; Sieradzan ad Mann et al., 
2001）、Caspr3が運動機能に関与している可能性が考えられる。しかし、Caspr3 
KOマウスを当研究室で飼育管理している限りでは、目立った運動異常は認められ
ない。このことから、Caspr3 KOマウスの運動に関する表現型を調べるために、基
本的な活動量や行動の性質を評価する行動解析を行う必要があると考えられる。  
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第 3 章 Caspr3 KOマウスの行動解析 
3．1．緒言 
 第 2章では Caspr3のマウス脳における発現時期、領域、細胞の同定を行い、
Caspr3が発達期のマウス大脳基底核に発現し、特に線条体投射神経細胞MSNの一
部とアセチルコリン作動性インター神経細胞に発現していることを明らかにした。 
1．4．大脳基底核でも述べたように、大脳基底核は主に運動調節機能に関与して
おり、損傷するとパーキンソン病やハンチントン病、注意欠如多動性障害、バリズ
ムなどの不随意運動を引き起こすことが知られている（Albin et al., 1989; DeLong, 
1990; Obeso et al., 2000; Sieradzan ad Mann et al., 2001）。特に黒質緻密部にあ
るドーパミン神経細胞は、線条体の D1Rと D2Rを介して直接路と間接路の神経活
動のバランスを調節するのに重要とされており（Keefe and Gerfen, 1995）、D1R
および D2R KOマウスでは、それぞれホームケージ内における活動性が増加または
減少することが知られている（Xu et al., 1994; Jung et al., 1999）。また D1Rおよ
び D2R KOマウスは、加速式ロータロッドテストやステップホイールシステムなど
いくつかの運動テストにおいても運動パフォーマンスの異常が報告されている
（Nakamura et al., 2014）。 
 Casprファミリー分子に関してもいくつかの行動学的異常が報告されている。
Caspr KOマウスは、振戦や重篤な運動失調を引き起こし、1ヶ月以内に死亡する
（Bhat et al., 2001）。Caspr2および Caspr4は ASD原因候補遺伝子として挙げら
れおり、Caspr2 KOマウスでは脳波形の異常や営巣行動の減少、過剰な毛づくろい
や他者への接近の低下といった社会行動の異常が報告されている（Peñagarikano et 
al., 2011）。また Caspr4 KOマウスでも、過剰な毛づくろいを含む不安様行動や
PPIの異常が報告されている（Karayannis et al., 2014）。 
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Caspr3はマウス脳において、胎生期から成体まで一貫して大脳基底核に強く発現
していたことから、Caspr3 KOマウスも活動量や運動機能、学習、不安様行動、社
会行動などの行動学的異常が見られるのではないかと考えた。 
 第 3章では、運動機能の評価を中心とした行動テストバッテリーを組み、Caspr3
遺伝子型マウスの行動解析した結果について報告する。この章で述べる解析は、
Caspr3 KOマウスを作製した国立遺伝学研究所マウス開発研究室の小出 剛准教授
らとの共同研究により行ったものである。 
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3．2．材料および方法 
3．2．1．実験動物 
 行動実験には、10～13週齡の雄個体を使用した。マウスは全て、国立遺伝学研究
所の動物飼育実験施設にて飼育管理されており、飼育環境は、温度 23 ± 2°C、湿度
50 ± 10%で管理されており、12 時間毎の明暗サイクル（明期: 6～18時, 暗期:18～
6時）が設けられている。個体は、行動テスト開始まで littermateと集団飼育（2
個体以上）した。littermate死亡により、ケージ内に 1個体のみとなった場合や、1
個体のみが生まれて littermateがいなかった場合は、生育環境の違いを考慮し、行
動テストには使用しなかった。テスト開始後は、各個体は個別飼育した。飼育ケー
ジは通常のマウス用ケージ（19.5 × 29.5 × 15 cm）を使用し、水および餌は自由に
摂取することができる。本章で扱う動物の管理および実験は、日本学術会議の実験
動物の適正な実施ガイドラインに従って行われた。実験動物の管理や取り扱い方法
については、国立遺伝学研究所の動物実験委員会の承認を得ている。また動物の解
剖の際には、適切な麻酔化で行い、動物への苦痛を最小限にする努力をしている。 
 
3．2．2．行動テストバッテリー 
行動テストバッテリーは、11種類の行動テストから成る（表 3）。Caspr3の局在
を基に自発活動、不安様行動、社会性行動、攻撃行動、運動機能、作業記憶、恐怖
学習、感覚運動ゲート制御および痛覚を調べる構成とした。マウスの体重は、テス
トバッテリー開始直前に測定した。行動テストは連日行い、Home cage activity 以
外のテストは明期（6：00～18：00）に行った。 
 
3．2．2．1．ホームケージアクティビティテスト 
 ホームケージアクティビティテストは、参考文献に従って行った（Kato et al., 
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2014）。自発活動量は、各個体をホームケージに入れて、赤外線センサー
（Activity Sensor; Ohara Co. Ltd., Tokyo, Japan）により測定した。センサーによ
るデータ取得は 1 分間ごとに自動的行われる。測定期間は 4 日間で、初日はホーム
ケージ内での順応期間とした。総活動量は、1 分間辺りの活動量を 3 日間分合計し
た。活動時間は、1 分間に 1 count以上あれば活動したとみなし、活動した時間を
計測し、3日間分を合計した。 
 
3．2．2．2．オープンフィールドテスト 
 オープンフィールドテストは、参考文献をもとに行った（Takahashi et al., 2006; 
2008）。テスト環境はライトを用いて、明るい状態を保った（365 lux）。白い箱
（60 × 60 × 40 cm）の中にマウスを入れて、10 分間マウスを自由に箱の中を行き
来させた。スタート位置は、実験者から見て左手前の隅で、マウスが壁方向を向く
ように置くことを統一した。記録は箱の真上に設置したビデオカメラで撮影し、そ
の動画を解析ソフト（Image OF; Ohara Co. Ltd.）を用いて移動距離を測定した。
また解析ソフトによってエリアを 9つに区切り、中心エリアでの滞在時間を算出し
た。さらに 10 分間のテスト中、以下に記した探索行動および不安様行動を、
tanaMove ver.0.07（http://www.nig.ac.jp/labs/MGRL/tanaMove.html）を用いてカ
ウントした。 
 
Locomotion：エリア内を3歩以上歩く 
Leaning：前足を壁に触れながら、後ろ足で立つ 
Rearing：前足を壁や床から離した状態で、後ろ足で立つ 
Grooming：身体の毛づくろい 
Pausing：動きが止まった状態 
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Stretching：後ろ足を固定下状態で、身体を伸ばす 
 
3．2．2．3．高架式十字迷路テスト 
 高架式十字迷路テストは、参考文献に従って行った（Takahashi et al., 2008）。
装置は、中央エリア（5 × 5 cm）から伸びる 2つのプラスチック製の壁が設けられ
た closed arm（30 × 5 × 15 cm）と、2つの壁がない open arm（30 × 5 × 0.25 cm）
が十字型になった構造のもので、地面から 60 cmの高さになるものを用いた。実験
者から見て左右に closed arm、前後に open armがあるように装置を配置した。テ
スト環境は、ライトにカバーをしてやや薄暗い状態（150 lux）を保った。マウスを、
実験者から見て左の closed armに向くように中央エリアに置き、10 分間自由に各
armを行き来させた。記録は、中央エリア真上に設置したビデオカメラで撮影し、
その動画を解析ソフト（Image EPM; Ohara Co. Ltd.）を用いて、移動距離、各
armへのエントリー回数、滞在時間を測定した。 
 
3．2．2．4．Y字迷路テスト 
 Y字迷路テストは、参考文献に従って行った（Sarnyai et al., 2000）。装置
（Ohara Co. Ltd.）は 3つの arm（37.5 × 3.5 × 12 cm）を持ち、各 arm間が 120
度の角度を持ち、Y字型になった構造である。テスト環境はライトにカバーをして
やや薄暗い状態（150 lux）を保った。このテストでは、以下に記した自発的交替行
動と作業記憶の 2つを測定した。ただし参考文献に従って、装置や環境への不安に
対する順応状態の影響を避けるために、この 2つの測定の間には 7日間のインター
バル（この間に加速式ロータロッドテストおよび居住者－侵入者テストを行った）
を設けた。armへのエントリーは、マウスが armの 1/3以上に進んだ時点で arm
に侵入したとみなした。テストは全て、中央エリア真上に設置したビデオカメラで
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撮影した。 
 
自発的交替行動： 
実験者から見て Y字になるように装置を置き、全ての armを開放し、手前の arm
を start armとして統一した。マウスを start armに入れて、6分間自由に各 arm
を行き来させた。記録したビデオから、tanaMove ver.0.07
（http://www.nig.ac.jp/labs/MGRL/tanaMove.html）を用いて各 armへ進入した順
番、侵入回数、侵入時間を測定した。連続で 3回異なる armへ侵入した回数を交替
行動数とし、次の式に従って交替行動率（% Altenations）を算出した 
 
交替行動率（% Altenations）= 交替行動数 / 総侵入回数 × 100 
 
作業記憶： 
実験者から見てY字になるように装置を置き、手前のarmをstart armとして統一
した。残った2つのarmのどちらか1つを閉じた状態で、 マウスをstart armに入れ、
15 分間、2つのarmを自由に行き来させた（training trial）。マウスを一旦装置か
ら出し、飼育ケージに戻した。1 時間後、全てのarmを開放した状態にし、再びマ
ウスをstart armに入れ、5 分間、各armを自由に行き来させた（test trial）。5 分
間のtest trial中の各armへの侵入回数、滞在時間、そして1番最初に入ったarmを
tanaMoveで記録した。training trialで閉じるarmは、交互に変えた。 
 
3．2．2．5．加速式ロータロッドテスト 
 加速式ロータロッドテストは、参考文献に基づいて行った（French et al., 2011; 
Kanno et al., 2014）。装置（Ohara Co. Ltd.）は、直径 3 cmの回転棒が 20 cmの
高さにあるものを用いた。初速 6 rpm、終速 60 rpmの 5 分間加速式に設定した。
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初速 6 rpmの一定速度で回転する棒の上にマウスを乗せ、姿勢が安定したことを確
認して、加速を開始した。加速開始から、マウスが棒から落ちるまでの時間を計測
した。ただし、マウスが棒にしがみついて一回転した場合は、落ちたものと同等と
みなし、そこで trialを終了した。テストは、1日 10 trials、5日間連続で行った。
各 trial間には、5 分間のインターバルを設けた。運動学習率は、以下の式に従って
算出した。 
 
運動学習率 = {（trial 1 と trial 2 の平均タイム）－（trial 9と trial 10 の平均タイ
ム）} / 9 
 
3．2．2．6．居住者－侵入者テスト 
侵入者としてのマウスには、遺伝学研究所で飼育管理されているB6マウスで、居
住者マウスよりも若い週齡のマウスを使用した。居住者マウスの飼育ケージの中に
侵入者マウスを入れ、1日15 分間の観察を2 日間連続で行った。この観察は全てビ
デオカメラで記録した。侵入者マウスは尻尾にマジックで印をつけて区別し、2日間
とも居住者―侵入者ペアが同じになるようにした。15 分間の中で、居住者マウスが
侵入者マウスに対してとる行動をtanaMove ver.0.07
（http://www.nig.ac.jp/labs/MGRL/tanaMove.html）を用いて記録した。行動は、
非攻撃性の社会行動（匂い嗅ぎおよび追跡）と攻撃行動（噛み付きおよび攻撃的な
毛づくろい）の2項目を観察した。 
 
3．2．2．7．恐怖条件付けテスト 
 恐怖条件付けテストは、条件付け用装置（30 × 10 × 15 cm, Ohara Co. Ltd.）の中
で行われた。装置の中にマウスを入れてから 1 分 30 秒後、条件刺激として 4 秒間
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の音刺激（1 kHz, 55 dB）の後に電気刺激（75 V, 0.3 mA以下）を 1 秒間与えた。
条件刺激は、1日連続 3 回、2 日間で与えた。次の日、マウスを床敷きの入ってな
い新しい飼育ケージに移し、1 時間順応させた。順応後、音刺激のみを 5 分間与え
て、その間のフリーズ時間を測定した。このテストは全てビデオカメラで記録し、
フリーズ時間は tanaMove ver.0.07
（http://www.nig.ac.jp/labs/MGRL/tanaMove.html）を用いて記録した。 
 
3．2．2．8．驚愕反応および PPIテスト 
 驚愕反応および PPIテストは、参考文献に従って行った（Kanno et al., 2014）。
テストは、背景音として 65 dBのホワイトノイズ存在下で、アクリル製のチューブ
（San Diego Instruments, San Diego, CA）内にマウスを閉じ込めた状態、反応を
記録した。このテストは habituation trials、startle trials（40 msec，120 dB）、
prepulse trials（20 msec, 70, 75, 80 dB; 70 msec interval; 30 msec, 120 dB）、刺
激がない no stimulus trialsの全部で 38回の刺激から構成されている。habituation 
trialsは最初と最後に 4 回ずつ設定されており、それ以外の刺激は 6 回ずつランダ
ムに与えた。各刺激に対する反応（振幅および時間）を平均し、PPI率の算出およ
び統計解析に用いた。PPI率は以下の式に従って算出した。 
 
PPI率＝（1- [prepulse trials] / [startle trials]）× 100 
 
3．2．2．9．ホットプレートテスト 
参考文献に従って、ホットプレート装置（Muromachi kikai Co. Ltd., Tokyo, 
Japan, MK-350A）を用いた痛覚評価を行った（Koide et al., 2000）。テスト中、
アクリル製の壁に囲まれたホットプレートは 52℃に保った。マウスをプレート上に
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置き、後ろ足を舐める、もしくは揺さぶるまでの時間を計測した。マウスがプレー
ト上で飛び跳ねた場合は、舐める・揺さぶる動作と同様に、熱に反応したとみなし
てテストを終了した。 
 
3．2．2．10．テールフリックテスト 
 参考文献に基づき、テールフリックテストを行った（Koide et al., 2000）。マウ
スを布で包み、装置（Muromachi kikai Co. Ltd., MK-330A）の上に固定した。尻
尾の表面に放射熱を当て、マウスが尻尾を振り払うまでの時間を計測した。尻尾の
位置をずらし、放射熱を当てる場所を変えて合計 3回計測を行い、中央値を統計解
析に用いた。反応時間の測定は、センサーにより自動的に行われる。 
 
3．2．3．ホイールランニングテスト 
ホイールランニングテストは参考文献に基づいて行った（Willuhn and Steiner, 
2006）。ホイール装置（Ohara Co. Ltd.）は直径 15 cm、幅 5 cmの金属製の回転輪
を用いた。マウスを装置の中に入れ、入口は金属製の板で封鎖した。テスト中、マ
ウスは装置の中で自由にホイールを回すことができるが、装置の外には出ることは
できない。テストは 1 日 1 時間、6日間連続で行い、ホイールの回転数をカウンタ
ー（Ohara Co. Ltd.）で自動的に計測した。テストは全てビデオカメラで撮影した。
撮影した動画から、ホイールの回転中にマウスがスリップし、ホイール内でスウィ
ングした回数をランニングエラーとして tanaMove ver.0.07
（http://www.nig.ac.jp/labs/MGRL/tanaMove.html）を用いて記録した。 
 
3．2．4．統計解析 
 統計解析には、Statview 5.0J software（SAS Institute, Cary, NC）を用いた。
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また統計解析の前に、EZR（Saitama, Medical Centre, Jichi Medical University;  
http://www.jichi.ac.jp/saitama-sct/SaitamaHP.files/statmed.html; Kanda, 2013）
を用いて正規性および等分散性の検討を行った。正規性の検定には Kolmogorov-
Smirnov testを用い、等分散性の検定には F-testまたは Bartlett testを用いた。デ
ータが正規性かつ等分散性に従う場合は、t-testまたは 2要因分散分析（ANOVA）
を行った。ANOVAが有意であった場合の多重比較検定には、t-test with 
Bonferroni correction を用いた。またデータが正規性あるいは等分散性に従わない
場合はMann-Whitney testを行い、必要であれば Bonferroni correctionで補正し
た。Y字迷路テストの作業記憶（図 29B）には、カイ二乗検定を用いた。p < 0.05
の場合に有意であるとみなした。各グラフは全て、平均値 ± 標準誤差を表したもの
である。 
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3．3．結果 
3．3．1．行動テストバッテリー 
Caspr3 KOマウスの行動学的異常を網羅的に調べるため、様々な行動テストから
成る行動テストバッテリーを組み、行動解析を行った（表 3）。この行動テストバ
ッテリーは、Caspr3 が発達期の大脳基底核に強く発現することから、主に運動機能
を中心に評価する内容とした。結果として、Caspr3 KO マウスの活動量や探索行動、
作業記憶、攻撃および社会行動、PPI、恐怖条件付け学習、痛覚感受性などの機能に
は異常はなかった（表 3）。唯一、Caspr3 KO マウスで異常が見られたのは、3．3．
1．4．加速式ロータロッドテストによる運動協調性および運動学習の評価での、運
動学習であった。この結果を受けて、Caspr3の運動学習能力への影響の妥当性を検
討するため、行動テストバッテリーとは別に 3．3．2．ホイールランニングテスト
による運動学習の評価を行った。 
また行動テストバッテリー開始前に Caspr3 WTマウスと KOマウスの体重を比
較したが、両者の間に有意な差はなかった（図 25）。 
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表 3 行動テストバッテリースケジュール 
日程 行動テスト 評価内容 有意差 
Day 1-4 ホームケージアクティビティテスト 活動量および活動パターン 無 
Day 5 オープンフィールドテスト 活動量および不安様行動 無 
Day 6 高架式十字迷路テスト 活動量および不安様行動 無 
Day 7 
Y字迷路テスト 自発交替行動 無 
Day 8-12 加速式ロータロッドテスト 運動協調性および運動学習 有 
Day 13-14 居住者－侵入者テスト 攻撃行動および社会行動 無 
Day 15 
Y字迷路テスト 作業記憶 無 
Day 16-18 恐怖条件付けテスト 恐怖条件付け学習 無 
Day 19 驚愕反応および PPIテスト 感覚運動ゲート制御 無 
Day 20 ホットプレートテスト 痛覚感受性 無 
Day 21 テールフリックテスト 痛覚感受性 無 
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図 25  Caspr3 WTおよび KOマウスの体重 
行動テストバッテリーを開始する前に、各個体の体重を測定した。両遺伝子間の
体重に有意差はなかった。n = 17；WT、n = 17；Caspr3 KO。 
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3．3．1．1．ホームケージアクティビティテストによる活動量および活動パターン
の評価 
 Caspr3 KOマウスの通常の活動量、活動パターンを調べるために、ホームケージ
アクティビティテストを行った（図 26）。このテストは、通常の飼育ケージ内での
マウスの動きを、飼育ケージの真上にある赤外線センサーによって計測されるもの
で、今回は 3 日間計測を行った。まず、3 日間の合計活動量および活動時間を比較
したところ、Caspr3 KOマウスの活動量と活動時間は、WTマウスとの有意な差は
見られなかった（図 26A，B）。次に、1 日の活動パターンを 1 時間ごとに 3 日間
分平均した値をプロットした（図 26C．D）。マウスは夜行性なため、明期（6～18
時）にはほとんど活動せず、主に暗期（18～6時）に活動する。また B6系統マウス
は暗期に加えて、暗期から明期に変わる直前に活動するという 2相性の活動パター
ンが見られることが知られている（Nishi et al., 2010）。戻し交配により遺伝的背
景が B6系統マウスとなるように作製された Caspr3 WTおよび KOマウスの活動パ
ターンは、先述したような 2相性を示しており、両遺伝子間の活動パターンに差は
なかった（図 26C，D）。 
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図 26 ホームケージアクティビティテストによる活動量および活動パターンの計測 
A、B：Caspr3 WTおよび KOマウスの、3 日間の合計活動量（A）と合計活動時間
（B）。両遺伝子間に有意差は見られなかった。C、D：1 時間ごとの活動量（C）
と活動時間（D）。どちらも両遺伝子間で差はなく、Caspr3 KOマウスの活動パタ
ーンに異常はなかった。n = 17；WT 、n = 17；Caspr3 KO。 
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3．3．1．2．オープンフィールドテストおよび高架式十字迷路による不安様行動の
評価 
マウスの不安様行動を調べるテストとしてオープンフィールドテスト（図 27）と
高架式十字迷路（図 28）を行った。まずオープンフィールドテストでは、マウスを
新規的な環境（広く明るい箱の中）に置き、マウスが持つ探索性を利用した活動量
（移動距離）の計測を行った（図 27A）。また暗く閉鎖的な環境を好むマウスが、
テスト中にどの程度広く開放的な箱の中心エリアを探索するかを、不安性の指標と
して評価をした（図 27B）。測定の結果、Caspr3 WT型マウスと KOマウスの活動
量および中心エリアでの滞在時間には有意な差はなかった（図 27A，B）。またテ
スト中には観測者の目視によって、マウスが様々な探索および不安様行動をとる時
間を計測した（図 27C）。Locomotionや Leaning、Rearingなどは主に探索性に基
づいた行動だが、壁や地面から前足を離す Rearingの出現は、壁に前足が触れてい
る Leaningに比べると、接触性を好むマウスにとっては不安性の影響を受けやすい
（Takahashi et al., 2006）。また Grooming、Pausing、Stretchingは不安様行動
の 1つだが、特に Groomingは ASDのモデルマウスなどでよく見られるこだわり行
動の指標としてもよく用いられている（Peñagarikano et al., 2011; Karayannis et 
al., 2014）。これらの項目について評価を行ったが、Caspr3 KOマウスの探索およ
び不安様行動は、WTマウスとの有意差はなかった（図 27C）。 
次に高架式十字迷路は、高く引き上げられた場所で、壁があり安全な走行路
（closed arm）と壁がない不安定な走行路（open arm）を用意し、マウスがどの
armにどの程度滞在するか、また何回侵入するかによって不安性の高さを評価する
テストである（Sharon et al., 1985）。テスト中の活動量は、Caspr3 WT マウスと
KO マウスの間で有意な差は認められなかった（図 28A）。またどちらのマウスも、
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主に不安定な open armよりも安定な closed armに滞在する時間が長く、両者の間
に差はなかった（図 28B）。 
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図 27 オープンフィールドテストによる活動量および不安様行動の評価 
A：10分間の合計活動量（移動距離）。B：中心エリアにおける滞在時間。C：10
分間のテスト中に各探索性および不安様行動をとった時間。これら全て Caspr3 WT
マウスと KOマウス間で有意差はなく、Caspr3 KOマウスの活動量および不安傾向
に異常は見られなかった。n = 13；WT、n = 12；Caspr3 KO。 
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図 28 高架式十字迷路による活動量および不安様行動の評価 
A：10分間のテスト中の活動量（移動距離）。B：Open armと Closed armそれぞ
れでの滞在時間の割合。どちらの項目も Caspr3 WTマウスと KOマウスの間に差
はなく、活動量および不安様行動に異常は見られなかった。n = 13；WT、n = 12；
Caspr3 KO。 
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3．3．1．3．Y字迷路テストによる自発交替行動および作業記憶の評価 
 Y字迷路テストでは、自発交替行動（図 29A）と作業記憶（図 29B、C）の評価
を行った。自発交替行動はマウスの探索行動を利用したもので、Y字の形をした 3
本の armに対し、続けて異なる armに入る割合を算出したものである。この自発交
替行動について、Caspr3 WT および KOマウス間での有意な差はなかった（図
29A）。次に作業記憶は、始めは 1本の armが閉ざされている中で、残った 2本の
arm内をマウスに自由に探索させる。その後飼育ケージに戻し、1 時間後に今度は
3本全ての armを開放した状態でマウスに探索させる。1 時間前に 1本の armが閉
ざされていた状況を覚えていれば、マウスは新たに解放された armに興味を示して
探索する。そこでテスト開始後、1番最初に新たに開放された arm（norvel arm）
に入るマウスの割合とテスト中の norvel arm で滞在時間を比較した（図 29B，C）。
しかしこれらの項目について、Caspr3 WTマウスと KOマウス間での有意差は見ら
れなかった。 
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図 29 Y字迷路テストによる自発交替行動および作業記憶の評価 
A：Caspr3 WTマウスおよび KOマウスの自発交替行動の割合。B：作業記憶にお
いて、最初に norvel armを選ぶマウスの割合 C：norvel armへの侵入回数。自発
交替行動および作業記憶共にWTおよび Caspr3 KO間に有意差はなく、異常は見
られなかった。A：n = 13；WT、n = 12；Caspr3 KO。B、C：n = 12；WT、n = 
12；Caspr3 KO。 
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3．3．1．4．加速式ロータロッドテストによる運動協調性および運動学習の評価 
運動協調性を評価する有名なテストとしてロータロッドテストがある（Jones and 
Roberts, 1968）。マウスを回転する棒の上に乗せ、棒から落下するまでの時間を計
測して、運動パフォーマンスを評価するという簡単なテストである。また棒の回転
を加速式にして、繰り返し実験することで運動学習を評価することができ、運動学
習の研究において広く用いられている（Buitrago et al., 2004；Costa et al., 2004；
Bureau et al., 2010；French et al., 2012；Bergeron et al., 2014）。今回は 1 日 10
回のテストを 5 日間連続で行い、Caspr3 KOマウスの運動能力を検証した（図
30）。まずマウスは、初日に運動パフォーマンスの大きな改善を見せ、2 日目にも
ゆるやかなパフォーマンスの上昇を示した（図 30A）。3 日目にはパフォーマンス
はプラトーに達し、その後は最後まで改善されたパフォーマンスを維持していた。
各日のパフォーマンスに対して ANOVAを行った結果、最初の 2 日間のパフォーマ
ンスに対する遺伝子型の主効果の有意性が得られた（Day 1 F（1, 22） = 6.642，p 
= 0.0172；Day 2 F（1, 22） = 4.346，p = 0.0489；図 30A）。さらに初日の trial 9、
10におけるパフォーマンスは、Caspr3 WTマウスに比べて KOマウスの方が有意
に低かった（trial 9 WT：114 ± 6.2 s、Caspr3 KO：73 ± 8.7 s、p = 0.0080；trial 
10 WT：131.8 ± 9.9，Caspr3 KO：88.0 ± 8.0 s，p = 0.0230；図 30A）。一方 3、4、
5日目のパフォーマンスは遺伝子型および trial 回数による有意な効果は見られなか
った。このことから、Caspr3 KOマウスの 3 日目以降の運動パフォーマンスはWT
マウスと変わらず、運動協調性には異常はない可能性が示唆された。そこで各日の
パフォーマンススコアから、1 日の運動学習率を算出した（図 30B）。その結果、
初日における運動学習率は、WTマウスに比べて Caspr3 KOマウスが有意に劣って
いた（WT：7.73 ± 0.95，Caspr3 KO：3.24 ± 0.84 s，p = 0.038；図 30B）。また
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その他の日の運動学習率に有意差はなかった。以上のことから、Caspr3が初期の運
動学習に関与している可能性が考えられた。 
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図 30 加速式ロータロッドテストによる運動協調性および運動学習の評価 
A：各 trial の落下時間。初めの 2 日間において、Caspr3 KO マウスの落下時間は、
WTマウスに比べて有意に短く、3～5 日目では両遺伝子間に有意差はなかった。グ
ラフに示されている p 値は、ANOVA における遺伝子型の主効果の有意確率を示す。
B：trialごとの落下時間から算出した各日の運動学習率。初日のみ、Caspr3 KOマ
ウスの学習率はWTマウスに比べて有意に劣っていた。運動学習率 = {（trial 1 と
trial 2の平均タイム）－（trial 9と trial 10の平均タイム）} / 9。A：*p < 0.05、
**p < 0.01、t-test with Bonferroni correction（比較数は 10）。B：†p < 0.05、
Wilcoxon signed rank test with Bonferroni correction（比較数は 5）。n = 12；WT、
n = 12；Caspr3 KO。 
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3．3．1．5．居住者－侵入者テストによる攻撃行動の評価 
攻撃行動を中心とする社会性行動を、居住者－侵入者テストで検証した（図 31）。
マウスは自分の生育環境の中で自らの縄張りを形成し、餌や交配相手を獲得、守る
ために攻撃行動（噛みつきや攻撃的な毛づくろい）をとる。このテストでは、
Caspr3 WTおよび KOマウスに各飼育ケージ内で縄張りを形成させる。そしてその
飼育ケージ内に外から別のマウス（侵入者）が入ってきた際に、どの程度の攻撃行
動を示すかを 2日間連続で評価した（図 31A）。Caspr3 WTマウスと KOマウスの
攻撃行動は、1日目より 2日目の方が高くなっているが、有意な差は認められなか
った。またこのテストは攻撃行動だけでなく、非攻撃性の社会行動（匂い嗅ぎや追
跡）なども評価することができる（図 31B）。しかしこの社会行動についても、両
遺伝子間での差はなかった。 
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図 31 居住者－侵入者テストによる社会性および攻撃行動の評価 
A：攻撃行動（噛みつきや攻撃的な毛づくろい）をとった時間。B：社会行動（匂
い嗅ぎや追跡）をとった時間。Caspr3 WT マウスと KO マウスの間に有意差はなく、
攻撃行動および社会行動には異常がなかった。n = 12；WT、n = 12；Caspr3 KO。 
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3．3．1．6．恐怖条件付けテストによる恐怖条件付け学習の評価 
 恐怖条件付け学習の評価として、恐怖条件付けテストを用いた（図 32）。このテ
ストは、専用のチャンバーにマウスを入れて、ブザー（音刺激）の直後に電気ショ
ックを与えることで、音刺激と電気ショックを関連付けて恐怖心を覚えさせる。そ
の後、飼育ケージ内で音刺激のみを与えた際に、学習した記憶から電気ショックに
対する恐怖の指標として現れる、freezing（呼吸など生命活動に必要な動き以外を止
める行動）の時間を計測し、比較した。しかし、Caspr3 WTマウスと KOマウスの
freezing時間に有意差は認められなかった（図 32）。 
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図 32 恐怖条件付けテストによる恐怖学習の評価 
Caspr3 WTマウスと KOマウスの、条件付け学習による電気ショックに対する恐
怖心の指標（freezing）を比較した。両者の間に差はなかった。n = 12；WT、n = 
12；Caspr3 KO。 
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3．3．1．7．驚愕反応および PPIテストによる感覚運動ゲート制御の評価 
このテストは急激な音刺激に対する無条件反射反応（驚愕反応）と、驚愕反応の
音刺激の直前にこれより弱い刺激（プレパルス）を与えることで驚愕反応が抑制さ
れる現象（PPI）を調べたものである（図 33）。PPI テストは、ドーパミン作動薬
の投与によって PPIの障害が起きることが知られている（Ralph et al., 2002；
2003）。また統合失調症の患者では PPIの障害が認められ、障害に遺伝性が認めら
れている（Greenwood et al., 2007；Hasenkamp et al., 2010）ことから、抗精神薬
の評価や精神疾患モデルの特徴としても用いられる。まず初めにプレパルスがない
通常の刺激（120 dB）対する驚愕反応と反応速度を調べたところ、Caspr3 WTマウ
スと KOマウスの反応には差がなかった（図 33A, B）次に 70、75、80 dBのプレ
パルスを用いた場合の驚愕反応から PPI率を算出したところ、両遺伝子間での PPI
率は徐々に差が広がっていた（図 35C）。Caspr3 KOマウスの 80 dBの時の PPI
率とWTマウスの 80 dBの時の PPI率の検定結果は、Bonferronni 補正前には有意
水準 5%を下回っていた（p = 0.0499）が、補正後には有意差がなくなった（p = 
0.1497; 図 33C）。一方、これらプレパルスを用いた時の驚愕反応に対する反応速
度は、両者の間で差がなかった（図 33D）。70～80 dBのプレパルスを用いた際の
PPI率が、両遺伝子間で徐々に差が広がっていたことから、さらに強めのプレパル
スを与えると明確な差が出るのではないかと考え、行動テストバッテリーとは別に
追加実験として 80、85、90 dBを用いた場合の PPI率を調べた（図 33E, F）。し
かし、80～90 dBを用いた時の PPI率および反応速度には、Caspr3 WTマウスと
KOマウスの間で差が全くなかった。このことから、Caspr3 KOマウスの 80 dBに
対する PPI率の抑制は再現性が得られず、差がないものと判断をした。 
この結果の違いの原因としては、70～80 dBを用いたテストが、その前に行った
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様々な行動テストの影響を受けていること、あるいは 80～90 dBというプレパルス
強度が強すぎたことが考えられる。これについては、70～80 dBを用いたテストを
行動テストバッテリーに組み込まずに、単独の実験として行い、比較する必要があ
ると考えられる。 
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図 33 驚愕反応および PPIテストによる感覚運動ゲート制御の評価 
A、B：120 dBの聴覚刺激に対する驚愕反応（A）と反応速度（B）。Caspr3 WT
マウスと KOマウスの間では、有意差が見られなかった。C、D：70～80 dBのプレ
パルス刺激を用いた PPI率（C）と反応速度（D）。80 dBのプレパルスを用いた時
の Caspr3 KO マウスの PPI 率は、WT マウスに比べて低い傾向にあった。一方 70、
75、80 dBを用いた場合の反応速度には、WTと Caspr3 KOマウスとの間に差はな
かった。E、F：80、85、90 dBを用いた PPI率を検証したところ、80 dBも含めて
全ての PPI率に有意差がなかった。またこれらに対する反応速度も、両遺伝子間で
有意差はなく、Caspr3 KO マウスの驚愕反応および PPIには異常がなかった。†p = 
0.1497、Wilcoxon signed rank test with Bonferroni correction（比較数は 3）。A
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－D：n = 12；WT、n = 12；Caspr3 KO。E、F：n = 8；WT、n = 6；Caspr3 KO。  
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3．3．1．8．ホットプレートテストおよびテールフリックテストによる痛覚感受性
の評価 
行動テストバッテリーの最後に、痛覚感受性の評価としてホットプレートテスト
（図 34A）とテールフリックテスト（図 34B）を行った。このテストは痛覚感受性
を通して脊髄反射の異常を調べる目的があり、行動解析を行う上では必ず確認をし
ておかなければならない項目である。ホットプレートは 52℃に保温したプレート装
置上にマウスを置き、マウスが後肢を振るまでの時間やなめるまでの時間を測定す
る。それに対しテールフリックテストでは、マウスの尻尾に投射熱を与え振り払う
までの時間を計測する。Caspr3 KOマウスの反応時間は、どちらのテストにおいて
もWTマウスと変わらなかった（図 34A，B）。 
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図 34 ホットプレートテストおよびテールフリックテストによる痛覚感受性の評価 
A：ホットプレートテストによる熱に対する反応速度。B：テールフリックテスト
による熱に対する反応速度。どちらのテストにおいても Caspr3 WTマウスと KO
マウスの刺激に対る反応速度は両遺伝子間での差はなく、痛覚感受性に異常はなか
った。n = 12；WT、n = 12；Caspr3 KO。 
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3．3．2．ホイールランニングテストによる運動学習の評価 
加速式ロータロッドテストで Caspr3が初期の運動学習に影響を及す可能性が示
唆されたことから、別の行動テストとしてホイールランニング装置を用いた運動学
習の評価を試みた（図 35）。このテストでは、ホイール内にマウス閉じ込め、自発
的にホイールを回した回転数をセンサーで自動的に計測する（図 35A）。テストは
1 日 1 時間、6 日間連続で測定を行った。これついては、Caspr3 WT および KO
マウス共に 6 日間に渡って回転数が徐々に増加したが、両者の間で差はなかった
（図 35A）。またこのテストは、全てビデオ撮影した。動画を用いて、テスト中に
ホイールを回している際に、マウスがスリップし、ホイール内で振り子のようにス
ウィングした回数をランニングエラーとして数えた（図 35B, C）。まず 1 時間辺り
のスウィング数を比較したところ、6 日間に渡って減少はしているものの、Caspr3 
WTおよび KOマウス間に有意な差はなかった（図 35B）。ただしホイールの回転
数は日数を重ねるごとに増加していることから、マウスが経験するホイールの回転
速度、回転させるインターバル、ステップのタイミングなどは、各個体によって異
なることが予想される。従って、1 時間辺りのスウィング数からは平等に運動学習
能力を比較することはできない。そこで 1 時間辺りの回転数とスウィング数から、
1,000 回転辺りのスウィング数を算出した（図 35C, D）。その結果、Caspr3 WT
および KO マウスの 1,000 回転辺りのスウィング数に有意差はなかった（図 35C）。
また、1 日目の 1,000 回転辺りのスウィング数を 100%として 2～6 日目の 1,000 
回転辺りのスウィング数の割合を比較したが有意差はなく（図 35D）、ホイールラ
ンニングによる運動においては、Caspr3 WTマウスと KOマウスの運動学習能力に
差がないという結果となった。 
  
第 3 章 Caspr3遺伝子欠損型マウスの行動解析 
106 
 
 
図 35 ホイールランニングテストによる運動学習の評価 
A：1 時間辺りのホイール回転数。B：1 時間辺りのスウィング数。どちらの項目も、
Caspr3 WTマウスと KOマウスの間で有意差がなかった。C、D：1,000 回転辺り
のスウィング数（C）と Day 1 に対する Day 2～6のスウィング数の割合。WTおよ
び Caspr3 KOマウス共にスウィング数が減少しており、運動学習ができていた。n 
= 14；WT、n = 12；Caspr3 KO。 
  
第 3 章 Caspr3遺伝子欠損型マウスの行動解析 
107 
 
3．4．考察 
 行動解析の結果から、Caspr3 KOマウスでは、加速式ロータロッドテストによる
初期の運動学習の低下が見られた（図 30）。最初の 2日間のみ、Caspr3 KOマウ
スの落下時間がWTマウスに比べて有意に短く、3日目以降の Caspr3 KOマウスの
落下時間はWTマウスと変わらなかった。これは、Caspr3 KOマウスの最終的な運
動能力は、WTマウスと変わらないことを示している。このことから、Caspr3 KO
マウスの運動協調性には異常がないと考えられる。またホットプレートテストやテ
ールフリックテストによる痛覚感受性の評価にも異常がないことから、脊髄反射や
末梢神経系にも特に異常はないと考えられる（図 34）。一方同じ学習機能でも、Y
字迷路テストによる自発交替行動や作業記憶は、認知機能を主体とする短期記憶で
ある（図 29）。また恐怖条件付けテストによる恐怖条件付け学習は、物事の文脈に
基づいた宣言的記憶（エピソード記憶）に属するものである（図 32）。運動学習は
短期記憶や宣言的記憶ではなく、長期記憶の中の手続き記憶に属するものであり、
加速式ロータロッドテストはこれに属する。Caspr3 KOマウスでは Y字迷路テスト
および恐怖条件付けテストに変化が見られなかったことから、Caspr3は短期記憶や
宣言的記憶には関与せず、長期的な手続き記憶である運動学習にのみ関与している
可能性が考えられる。 
1．3．運動学習で述べたように、Costaらの報告では、背側線条体の 57%の神経
細胞が、加速式ロータロッドテストでの運動に関与していることが明らかにされて
いる（Costa et al., 2004）。そして 8日間の加速式ロータロッドテストでは、初期
段階（運動初日）には主に背内側線条体の神経活動が関与し、後期（8日目）では
主に背外側線条体の神経活動が関与していることが報告されている（Yin et al., 
2009）。 
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Caspr3は線条体に強く発現しており、線条体における Caspr3の発現は外側より
も内側が強かった（図 7～9）。以上のことから、Caspr3 KOマウスの初期の運動学
習の低下は、背側線条体、特に背内側線条体の神経活動が関与している可能性が考
えられる。 
また 1．4．大脳基底核で触れたように、背側線条体の直接路および間接路MSN
をそれぞれ薬理学的に破壊した場合でも、加速式ロータロッドテストでの運動パフ
ォーマンスの低下が見られる（Durieux et al., 2012）。特に背内側線条体の間接路
MSNを破壊すると、初日のみ運動パフォーマンスが低く、2日目以降の運動パフォ
ーマンスはコントロールと変わらない（Durieux et al., 2012）。しかし、直接路ま
たは間接路のMSNを破壊すると、日常的に活動量が変化する（Durieux et al., 
2012; Nakamura et al., 2014）。今回の Caspr3 KOマウスの加速式ロータロッド
テストの結果は、Durieuxらの間接路MSNを破壊した結果と似ている（図 30）。
しかし、Caspr3 KOマウスの活動量に変化はなかった（図 26～28）。このことか
ら、Caspr3 KOマウスの運動学習の低下は、間接路MSNだけの影響ではないと考
えられる。図 3に示した大脳基底核の神経回路によれば、直接路MSNは黒質緻密
部や外節淡蒼球にも投射しており、これらの領域は線条体に投射している（図 3）。
従って、直接路MSN だけでも大脳基底核全体の神経回路をつなぐことは可能であ
る。Caspr3は直接路と間接路両方のMSNに発現している可能性が示唆されたが、
黒質線条体路に発現していることから、少なくとも直接路のMSN に発現している
ことは確かである（図 7, 図 16）。そして Caspr3はアセチルコリン作動性インター
ニューロンにも発現していた（図 14）。アセチルコリン作動性インターニューロン
は、黒質緻密部から線条体に投射しているドーパミン作動性ニューロンと拮抗ある
いは共同で作用し、学習機能において重要であることが報告されている（Ljungberg 
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et al., 1992; Aosaki et al., 1994; Morris et al., 2004）。Caspr3 KOマウスの運動学
習の低下は、大脳基底核全体の神経活動のバランスが、WTマウスと異なるのため
ではないかと考えられる。 
 
線条体における運動学習には、グルタミン酸を介したシナプス可塑性が重要であ
り、特に N-methyl-D-asparatic acid （NMDA）型グルタミン酸受容体が重要であ
ると報告されている（Calabresi et al., 1992; Calabresi et al., 1997; Centonze et al., 
1999; Fernagut et al., 2002; Palencia et al., 2004）。NMDA型グルタミン酸受容
体は、NR1サブユニットが必須であり、NR2A-Dサブユニットによって生理活性、
Ca2+透過性などの性質が決められている（Standaert et al., 1994; Wenthold et al., 
2003; Yashiro et al., 2008）。線条体特異的な NMDA型グルタミン酸受容体欠損マ
ウスは、加速式ロータロッドテストにおける運動パフォーマンスの上昇が一切見ら
れない（Beutler et al., 2011）。またNR1を線条体特異的に欠損させたマウスでは、
背側線条体の長期増強が消失し、加速式ロータロッドテストにおける運動学習の障
害がされている（Dang et al., 2006）。線条体には主に NR2A、NR2Bが発現して
いることが知られており、NR2Aに対する薬理学的な遮断は、加速式ロータロッド
テストによる運動パフォーマンスに影響を与えることが報告されている（Kosinski 
et al., 1998; Clermont et al., 2011）。またNR2Bに関して、加速式ロータロッドテ
ストについての報告はない。しかし到達課題を用いた報告で、課題遂行前には線条
体では NR2Aの発現が多く、課題遂行後には NR2Aよりも NR2Bの発現が多くな
ることが報告されている（Kent et al., 2013）。このことから、運動学習前後で
NR2Aから NR2Bへのシフトが起こり、NMDA受容体の構成が変化するのではな
いかと考えられている（Kent et al., 2013）。 
Spiegelらの報告によれば、Caspr3はアダプタータンパク質のMint1/X11と細胞
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内の PDZ binding モチーフを介して相互作用することが報告されている（Spiegel 
et al., 2002）。一方Mint1は、NMDA型グルタミン酸受容体の NR2Bサブユニッ
トとモータータンパク質の KIF17それぞれと相互作用しており、Mint1と KIF17
の相互作用は、NR2Bサブユニットを含む小胞の輸送に重要であることが報告され
ている（Setou et al., 2000）。さらに KIF17は、シナプスにおける NR2A/NR2B
の発現調節に重要な役割を持つことも報告されている（Yin et al., 2011）。これら
のことから、Caspr3 がMint1を介して NR2Bと相互作用することが示唆され、そ
れらの相互作用が運動学習において重要な役割を担っている可能性が考えられる。 
以上のことから、Caspr3 が NMDA 型グルタミン酸受容体と機能的関わりを持ち、
加速式ロータロッドテストを用いた運動学習に関与している可能性が示唆された。 
 
Caspr3と NR2Bとの相互作用を示唆されたが、今回の局在解析では、Caspr3が
シナプスに局在しているという結果は得られなかった（図 18～20）。しかし、2．4．
考察でも述べたように、今回はポストシナプスマーカーと Caspr3 との共局在は調
べていないため、ポストシナプスマーカー、特に NR2Bとの蛍光二重染色は必要で
あると考えられる。またその他にも、シナプトソームや免疫電顕を用いた解析など
により Caspr3 のドット状シグナルの局在を明らかにする必要があると考えられる。 
 
今回、加速式ロータロッドテストとは別にホイールランニングテストによる運動
学習の評価を行ったところ、Caspr3 KOマウスとWTマウスに差はなかった（図
35）。加速式ロータロッドテストは自動的に回転する棒の上を歩く強制運動だが、
ホイールランニングテストは強制運動ではない。マウスはテスト中、ホイール内に
閉じ込められてはいるものの、いつ、どのタイミングで、どのくらいの速さでホイ
ールを回すかは各個体に依存する。これらの性質の違いから、今回のホイールラン
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ニングテストでは、平等で正確な運動学習の評価が行えていない可能性がある。 
またホイールランニングテストは報酬機能に関連したテストであり、報酬は運動
学習の維持や促進に効果をもたらすことが知られている（Lett et al., 2000; 
Wächter et al., 2009; Abe et al., 2011; Galea et al., 2015）。従って、ホイールラン
ニングテストを用いた運動学習では、報酬の獲得による効果の関与していることが
考えられる。このことから、Caspr3 KOマウスの運動学習への影響の妥当性を調べ
るためには、また別のテストにより運動学習の評価を試みる必要があると考えられ
る。 
 
運動学習の研究は、主にヒトやサルで行われており、マウスやラットなどで評価
する方法はあまり開発されていない。そもそもマウスやラットに自発的に運動をさ
せることが難しく、何を運動学習の客観的な指標とするかが問題になるからである。
加速式ロータロッドテスト以外の運動学習の方法として、到達課題やステップホイ
ールシステムなどがある（Bury and Jones, 2002; Kitsukawa et al., 2011）。しか
し、これらはテスト前に摂食や飲み水の制限を設けて、実際のテストで餌を獲得す
るため、あるいは飲み水を飲むための運動課題を与え、その成功率の増加を運動学
習の指標としている。これらのテストは餌や飲み水といった報酬を利用したテスト
であり、先ほども述べたように報酬は運動学習の維持や促進に影響を与える。
Caspr3 KOマウスのためだけでなく、今後の運動学習の研究を行う上での課題とし
て、より簡潔で客観的な、報酬の影響を受けずに運動学習を評価できる行動テスト
の開発が望まれる。 
  
第 4章．Caspr3の運動学習における役割 
112 
 
第 4 章 Caspr3の運動学習における役割 
4．1．緒言 
 第 3章では、Caspr3 KOマウスの行動学的異常を、運動機能中心の行動テストバ
ッテリーを組んで解析した。その結果、Caspr3 KOマウスは加速式ロータロッドテ
ストにおいて、初期の運動学習が低下しているという結果を得た（図 29）。これま
での研究で、加速式ロータロッドテストを用いた運動学習には、線条体や運動皮質、
小脳など様々な領域が関わっていることが報告されている（Buitrago et al., 2004; 
Costa et al., 2004; Bureau et al., 2010；Kakegawa et al., 2011; French et al., 
2012; Bergeron et al., 2014）。Bureauらの報告では、加速式ロータロッドテスト
を 10 trials行った後に神経細胞活性化マーカーである c-Fosの発現を調べた結果、
背側線条体、小脳、運動皮質、帯状皮質で c-Fos発現の有意な増加が見られた
（Bureau et al., 2010）。このことから、Caspr3 KOマウスで見られた加速式ロー
タロッドテストでの初期の運動パフォーマンスの低下は、これら運動関連領域での
神経細胞の活性化が低下しているためではないかと考えた。 
 本章では、加速式ロータロッドテストにおける、Caspr3 KOマウス脳の運動関連
領域の神経細胞活性化について解析した。 
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4．2．材料および方法 
4．2．1．実験動物 
実験動物については、3．2．1．実験動物を参照。 
 
4．2．2．加速式ロータロッドテスト 
 装置および手順については、3．2．2．5．加速式ロータロッドテストを参照。た
だし、テストは 1日（10 trials）のみ行った。 
 
4．2．3．灌流固定 
加速式ロータロッドテストの 10 trial め終了 2 時間後に灌流固定を行った。解剖
の手順については、2．2．4．1．灌流固定を参照。ただしマウスの麻酔には、生理
食塩水（Otsuka, Tokushima, Japan）で 10 倍に希釈したソムノペンチル
（Kyoritsu seiyaku, Tokyo, Japan）を 200～300 ml 投与した。脱血には生理食塩
水、固定液にはザンボニ固定液（4% PFA，0.2% picric acid / PBS（Nissui, Tokyo, 
Japan））を使用し、ペリスタポンプで灌流固定を行った。 
 
4．2．4．切片の作製 
切片は、凍結ミクロトーム（Zeiss）を用いて60 mの厚さで作製した。解析には、
運動皮質 M1、M2（+1.70 mm to +0.98 mm from the bregma）、帯状皮質 Cg1、
Cg2（+0.98 mm to −0.22 mm from the bregma）、線条体（+0.98 mm to −0.22 
mm from the bregma）、小脳（−5.68 mm to −6.36 mm from the bregma）を用い
た。 
 
4．2．5．DABを用いた免疫染色 
実験の手順については、2．2．4．3．DABを用いた免疫染色を参照。一次抗体に
第 4章．Caspr3の運動学習における役割 
114 
 
は rabbit anti-c-Fos抗体（Santacruz, Santa Cruz, CA, Cat. #sc-52; 1: 1,000）、二
次抗体には biotin標識 goat anti-rabbit抗体（Vector Laboratories, Cat. #PK6101; 
1: 250）を用いた。血清は NRSではなく NGSを使用した。ただし BSAについては、
変更はない。 
 
4．2．6．画像解析およびデータの定量化 
c-Fos陽性細胞数のカウントには、1個体から各領域 5枚の切片を用いた。両半球
から 1枚ずつ画像（440×331 m）を取得し、カウントした。サンプルはWTマウ
スと Caspr3 KOマウスで、加速式ロータロッドを経験したマウスと経験していない
マウスをそれぞれ 6、7個体用いた。 
 
4．2．7．統計解析 
 統計解析については、3．2．4．.統計解析を参照。ただし、ANOVAで有意性が
認められた場合の多重比較検定には、Tukey-kramer testを用いた。 
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4．3．結果 
4．3．1．加速式ロータロッドテストを用いた運動による神経細胞活性化の比較 
 Caspr3 KOマウスの加速式ロータロッドテストでの運動による神経細胞の活性化
を調べるため、運動前後の脳を用いて神経細胞活性化マーカーc-Fos抗体で免疫染色
を行い、発現細胞を比較した（図 36－40）。 
 まず初めに線条体における c-Fos陽性細胞数の比較を行った（図 38）。ANOVA
の結果、c-Fos陽性細胞数に対して遺伝子型による主効果（F（1, 21）= 5.581，p = 
0.0279）、運動による主効果（F（1, 21）= 66.736，p < 0.0001）、さらに遺伝子型
×運動の交互作用（F（1, 21）= 5.253，p = 0.0323）それぞれの有意性が認められ
た。多重比較検定の結果、Caspr3 WTマウスおよび KOマウス共に、運動後に背側
線条体の c-Fos陽性細胞数が有意に増加していた（WT：p < 0.0001；Caspr3 KO：
p = 0.0020；図 36A）。さらに Caspr3 KOマウスの背側線条体における運動後の c-
Fos陽性細胞数は、WTマウスに比べて有意に少なかった（p = 0.0148；図 36A）。
一方腹側線条体において、Caspr3 WTおよび KOマウス共に運動による c-Fos陽性
細胞数の増加は見られなかった（図 36B）。 
過去の報告によれば、加速式ロータロッドテストでの運動の初期段階では主に背
内側線条体の神経活動が関与しており、後期には主に背外側線条体の神経活動が関
与することが明らかにされている（Yin et al., 2009）。そこで今回はさらに、背側
線条体を背内側線条体と背外側線条体に分けて c-Fos陽性細胞の比較を行った（図
37）。まず背内側線条体の c-Fos陽性細胞数について、運動による主効果（F（1, 
21）= 63.804，p < 0.0001）と遺伝子型×運動の交互作用（F（1, 21）= 5.186，p = 
0.0333）の有意性が認められた。多重比較検定の結果、Caspr3 WTマウスおよび
KOマウス共に、運動後に背内側線条体の c-Fos陽性細胞数が有意に増加していた
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（WT：p < 0.0001；Caspr3 KO：p < 0.0026；図 37A）。図 36で示した、運動後
の背側線条体の c-Fos 陽性細胞数は、WTマウスに比べて Caspr3 KOマウスが有意
に少なかったが、背内側線条体における運動後の c-Fos陽性細胞数は、両遺伝子間
で差がなかった（図 37A）。一方背外側線条体においては、Caspr3 WTおよび KO
マウス共に運動による c-Fos陽性細胞数の増加は見られなかった（図 37B）。 
次に、運動学習には小脳や運動皮質の重要な役割を担っていると報告されている
（Costa et al., 2004；Kakegawa et al., 2011）ことから、運動によって Caspr3 KO
マウスのこれらの領域に影響が出ているかを調べた（図 38－40）。小脳における c-
Fos陽性細胞数を比較したところ、Caspr3 WTおよび KOマウス共に、運動による
小脳での c-Fos陽性細胞数の増加が見られた（WT：p = 0.0156；Caspr3 KO：p = 
0.0108；図 38）。しかし、両遺伝子間での有意差はなかった。 
続いて、運動皮質における c-Fos陽性細胞数を比較した（図 39）。まず運動皮質
M1において、Caspr3 WTおよび KOマウス共に、運動後に c-Fos 陽性細胞数の有
意な増加が見られた（WT：p = 0.0156；Caspr3 KO：p = 0.0264；図 39A）が、両
遺伝子間での有意差はなかった。また運動皮質M2では、ANOVAの結果、運動に
よる主効果のみ有意性が認められた（F（1, 21）= 24.463，p < 0.0001）。そして運
動後の c-Fos陽性細胞は、Caspr3 WTマウス（p = 0.0208）と KOマウス（p = 
0.0053）それぞれで有意に増加していた（図 39B）。 
 最後に Bureauらの報告では、帯状皮質においても加速式ロータロッドテストに
よる運動後に c-Fos細胞の増加が見られた（Bureau et al., 2010）ことから、帯状皮
質における c-Fos 陽性細胞数についても比較した（図 40）。しかし今回の結果では、
Caspr3 WTおよび KOマウス共に、運動による帯状皮質での c-Fos陽性細胞数の増
加が見られなかった（図 40） 
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 これらの結果をまとめると、Caspr3 KOマウスの背側線条体において、加速式ロ
ータロッドテストでの運動後による神経活性化が低下していることが明らかになっ
た。特に Caspr3は、運動による背内側線条体の c-Fos発現に影響を与えていること
が示された。 
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図 36 線条体における運動前後での c-Fos発現の比較 
A：Caspr3  WTマウスと KOマウスの、背側線条体における運動前後の c-Fos陽
性細胞数の比較。ANOVAを行った結果、遺伝子型による主効果（F（1, 21）= 
5.581，p = 0.0279）、運動による主効果（F（1, 21）= 66.736，p < 0.0001）、さ
らに遺伝子型×運動の交互作用（F（1, 21）= 5.253，p = 0.0323）それぞれの有意
性が認められた。WTおよび Caspr3 KOマウス共に、運動後に c-Fos陽性細胞数の
有意な増加が見られた。特に運動後の Caspr3 KOマウスの背側線条体における c-
Fos陽性細胞数は、WTマウスに比べて少ない傾向にあった。B：腹側線条体におけ
る運動前後の c-Fos陽性細胞数の比較。両遺伝子型とも、運動後に c-Fos陽性細胞
数の有意な増加が見られなかった。scale bars：100 m。*p < 0.05、**p < 0.01、
***p < 0.001、Tukey-kramer test。n = 6；untrained WT 、n = 6；untrained 
Caspr3 KO、n = 6；trained WT、n = 7；trained KO。  
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図 37 背側線条体における運動前後での c-Fos 発現の比較 
A：Caspr3 WTマウスと KOマウスの、背内側線条体における運動前後の c-Fos陽
性細胞数の比較。ANOVAを行った結果、運動による主効果（F（1, 21）= 63.804，
p < 0.0001）と遺伝子型×運動の交互作用（F（1, 21）= 5.186，p = 0.0333）の有
意性が認められた。WTおよび Caspr3 KOマウス共に、運動後に c-Fos陽性細胞数
の有意な増加が見られた。B：背外側線条体における運動前後の c-Fos陽性細胞数の
比較。WT、Caspr3 KOマウス共に、運動後の c-Fos陽性細胞数の有意な増加は見
られなかった。scale bars：100 m。**p < 0.01、***p < 0.001、Tukey-kramer test。
n = 6；untrained WT、n = 6；untrained Caspr3 KO、n = 6；trained WT、n = 
7；trained KO。 
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図 38 小脳における運動前後での c-Fos発現の比較 
 Caspr3 WTマウスと KOマウスの、小脳における運動前後の c-Fos陽性細胞数の
比較。WT、Caspr3 KOマウス共に、運動前後に c-Fos陽性細胞数の有意な増加が
見られたが、両遺伝子間には有意差は認められなかった。scale bars：100 m。†p < 
0.05、Mann-Whitney test with Bonferroni correction（比較数は 4）。n = 6；
untrained WT、 n = 6；untrained Caspr3 KO、n = 6；trained WT、n = 7；
trained KO。 
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図 39 運動皮質における運動前後での c-Fos 発現の比較 
A：Caspr3  WTマウスと KOマウスの、運動皮質M1における運動前後の c-Fos
陽性細胞数の比較。B：運動皮質M2における運動前後の c-Fos陽性細胞数の比較。
WT、Caspr3 KOマウス共に、M1とM2それぞれで運動後の c-Fos陽性細胞数の有
意な増加が見られたが、両遺伝子間に有意な差はなかった。scale bars：100 m。
*p < 0.05、Mann-Whitney test with Bonferroni correction。*p < 0.05、**p < 0.01、
Tukey-kramer test。n = 6；untrained WT、n = 6；untrained Caspr3 KO、n = 
6；trained WT、n = 7；trained KO。 
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図 40 帯状皮質における運動前後での c-Fos 発現の比較 
A：Caspr3 WTマウスと KOマウスの、帯状皮質 Cg1における運動前後の c-Fos陽
性細胞数の比較。B：帯状皮質 Cg2における運動前後の c-Fos陽性細胞数の比較。
WTと Caspr3 KOマウスどちらも、Cg1、Cg2それぞれにおいて運動後の c-Fos陽
性細胞数の有意な増加は見られなかった。scale bars：100 m。n = 6；untrained 
WT、n = 6；untrained Caspr3 KO、n = 6；trained WT、n = 7；trained KO。 
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4．4．考察 
 加速式ロータロッドテスト後の神経細胞活性化マーカーc-Fosの発現を調べたとこ
ろ、Caspr3 KOマウスでは背側線条体において運動後の神経細胞の活性化が低下し
ていることが明らかになった（図 36A）。さらに Caspr3 KOマウスは、背内側線条
体の運動による c-Fos 発現が変化していることが示唆された（図 37A）。この結果
は、運動の初期段階では背内側線条体の神経活動が重要であるという Yinらの報告
とも一致している（Yin et al., 2009）。一方、小脳および運動皮質も重要な役割を
持つことが知られている（Costa et al., 2004；Kakegawa et al., 2011）が、これら
の領域では、運動前後に c-Fos陽性細胞の有意な増加が見られたものの、Caspr3 
WTマウスと KOマウス間で有意な差は見られなかった（図 38、図 39）。これは、
Caspr3が小脳と運動皮質にはほとんど発現していない（図 9）ため、c-Fosの発現
に影響が出なかったことが考えられる。また Bureauらの報告では、帯状皮質でも
運動後に c-Fos陽性細胞数の増加が見られていたが（Bureau et al., 2010）、今回の
結果では運動前後での c-Fos陽性細胞数の増加が見られなかった（図 40）。帯状皮
質が運動学習に関与するかどうかについての報告は非常に数が少なく（Procyk et al., 
2000）、他の研究グループの間でもあまり注目されておらず、議論が進んでいない。
しかしどちらにしても、Caspr3の発現は小脳と運動皮質同様、帯状皮質においても
ほとんど発現していない（図 9）。従って、Caspr3 KOマウスの帯状皮質では、運
動による c-Fos発現の変化はWTマウスと変わらず、影響がなかったものと考えら
れる。以上のことから Caspr3 KOマウスでは、Caspr3が強く発現している線条体
でのみ、運動後の神経細胞の活性化が低下していることが示された。特に Caspr3
は、背側線条体の運動後の神経細胞活性化に必要であり、この神経活性化が運動学
習に関与している可能性が示唆された。 
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NR2Bの下流には Ras/ extracellular signal-regulated kinaseE（ERK）シグナル
があり、活性化した ERKが核内に移行し、cAMP response element binding 
protein（CREB）を活性化することで c-Fos 発現を誘発することが知られている
（Girault et al., 2007; Pascoli et al., 2011）。Bureauらの報告では、加速式ロータ
ロッドテストを 8日間行った中で、3日目のテスト終了後に線条体での ERKのリン
酸化が有意に上昇していることが報告されている（Bureau et al., 2010）。またマ
ウス背側線条体に、ERK阻害剤を投与して加速式ロータロッドテストを行うと、2
日目以降の運動パフォーマンスがコントロールマウスに比べて低くなることも報告
している（Bureau et al., 2010）。Caspr3 KOマウスでは、1日目と 2日目の運動
パフォーマンスが低く、ERKを阻害した場合とは異なる。しかし、彼らの報告で使
用したマウスの個体数はわずか 3，4個体であり、行動解析としては非常に少ない。
Caspr3 KOマウスの行動解析では、12個体用いていることから、個体数の違いによ
る可能性も考えられる。3．4．考察で述べたように、Caspr3がMint1 と介して
NR2Bを相互作用しているとすれば、Caspr3 KOマウスで見られた運動後の c-Fos
発現の減少は、NR2B下流の Ras/ERKシグナルに影響が出た結果である可能性が
考えられる。 
 
 3．4．考察で述べた、線条体特異的な NMDA型グルタミン酸受容体 KOマウス
および線条体特異的な NR1サブユニットの KOマウスでは、運動学習の障害だけで
なく、MSNの形態にも影響を及ぼすことが報告されている（Beutler et al., 2011; 
Dang et al., 2006）。MSNは、Caspr3の発現が強い生後 14日間の間に形態学的お
よび生理学的な特性が変化し、成熟することが知られている（Chronister et al., 
1976; Misgeld et al., 1986; Tepper et al., 1998; Belleau et al., 2000）。第 2章の
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Nissl染色では、Caspr3 KOマウスの線条体の形態には異常は見られなかったが、
Nissl染色では神経細胞の突起は染色できないため、細かい形態は計測できない（図
23）。このことから、Caspr3欠損により線条体神経細胞が未熟で、神経活性化に影
響が出ている可能性も考えられる。今後は、Caspr3 KOマウスの線条体神経細胞の
神経突起の長さやシナプスの数など、詳細な形態について検討していく必要がある。
ただしこの点については、Caspr3欠損による形態の変化がごく微小なものである可
能性も考えられる。従って、今後形態解析を行う際には、Caspr3 発現細胞を正確に
選んで計測する必要がある。Caspr3 の発現細胞は線条体の 30%程度である（図 11）
ことから、Cre-loxP システムを用いて、Caspr3遺伝子を欠損させたうえで EGFP
を発現するなどのトランスジェニックマウスを作製して、解析を行う必要であると
考えられる。 
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第 5 章．最終討論 
 本研究では、Caspr3 のマウス脳内における発現時期、領域、細胞を同定し、それ
に基いた Caspr3 KOマウスの行動解析を行ってきた。 
 まず Caspr3の発現時期、発現領域および発現細胞について、Caspr3は発達期の
線条体をはじめとする大脳基底核に特に強く発現していることが明らかになった。
また大脳基底核での発現は、発達期だけでなく胎生期から成体期まで一貫していた
ことから、Caspr3が大脳基底核の発達、あるいは大脳基底核に関係した機能におい
て重要な役割を持つことが示唆される。また線条体において、Caspr3の発現には発
達期から成体期にかけて一貫して濃度勾配があり、外側より内側が強いという結果
が得られた。大脳皮質から線条体への投射は、由来する大脳皮質領域によって入力
様式が異なることから、Caspr3の線条体での発現分布の結果は、Caspr3が担う機
能を明らかにするための重要な手がかりになる。 
さらに Caspr3は線条体において、投射神経細胞MSNの一部とアセチルコリン作
動性インターニューロンに局在していることが明らかになった。MSN における
Caspr3の発現は、直接路（線条体－内節淡蒼球/黒質網様部）と間接路（線条体－
外節淡蒼球）、matrixと striosomeそれぞれのMSNのマーカータンパク質と共局
在していたことから、経路あるいはコンパートメント特異的な発現ではないことが
示唆された。直接路および間接路における発現については、Caspr3 が黒質線条体路
の軸索の束に発現しているという結果と合わせても、直接路のMSN に Caspr3が発
現していることは明らかだと考えられる。一方、Caspr3が外節淡蒼球の細胞体に発
現していることから、Caspr3 が間接路に発現していることも明らかである。しかし、
Caspr3が間接路のMSN に発現しているかどうかについては、MSN の細胞体での
マーカータンパク質との蛍光二重染色の結果のみである。直接路および間接路の
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MSNのマーカータンパク質が 1つのMSNに発現しているという報告もあることか
ら、慎重に議論しなくてはならない。この点については今後、Caspr3発現細胞のト
レーシング解析を行い、線条体からの実際の投射経路を調べてみる必要がある。ま
たトレーシング解析は、先ほど述べた線条体における Caspr3発現の濃度勾配と、
大脳皮質からの投射様式の関係を明らかにするためにも有用であると考えられる。 
 
 次に、Caspr3 KOマウスの行動解析により、加速式ロータロッドテストにおいて
初期の運動学習の低下が見られ、Caspr3と脳機能との関係が明らかになった。加速
式ロータロッドテストを用いた運動学習の研究は盛んに行われているが、Caspr3 
KOマウスのように他の行動テストで影響がなく、かつ初期の運動学習にのみ影響
があるマウスはまだ報告がない。4．4．考察でも述べたように、線条体の ERKを
阻害した場合に影響が出るのは、2日目以降である（Bureau et al., 2010）。この場
合は学習機能だけでなく、記憶機能にも影響が出ている可能性が考えられる。ドー
パミン受容体 D1Rおよび D2Rの KOマウスでも、加速式ロータロッドテストで障
害は見られるが、これらのマウスは日常的な活動量に影響が出ている（Xu et al., 
1994；Jung et al., 1999 ; Nakamura et al., 2014）。これらのことから、Caspr3 
KOマウスは純粋な運動学習障害モデルの有用なツールとして、今後運動学習研究
に役立つことが期待できる。 
 
さらに、c-Fos抗体を用いた免疫染色の結果から、Caspr3 KOマウスの運動学習
の低下は、運動による背側線条体の神経活性化の低下が原因であり、特に背内側線
条体の神経活性化が関与している可能性を示唆した。この点については、すでに考
察で述べているように、Caspr3が NR2Bと相互作用の有無が重要な手がかりにな
ると考えられる。Casprファミリーに属する Casprは、-Amino-3-hydroxy-5-
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methyl-4-isoxazolepropionic Acid（AMPA）型グルタミン酸受容体と相互作用する
ことが報告されている（Santos et al., 2012）。さらに Santosらは、海馬の初代培
養神経細胞を用いた実験で、shRNAを使って Casprを抑制したところ、ポストシ
ナプスの表面に現れる AMPA型グルタミン酸受容体の GluA1サブユニットが少な
くなることが明らかにした（Santos et al., 2012）。このことから Casprが GluA1
のシナプス膜表面への輸送に重要であることが示された。また Casprと GluA1の相
互作用は、Casprの細胞内ドメインを介して行われている（Santos et al., 2012）。
Caspr3の細胞内ドメインは、Casprの細胞内ドメインとは構造が多少異なる（図
1）。しかし、Caspr3はMint1と相互作用しており（Spiegel et al., 2002）、
Mint1は NR2Bを含む小胞の輸送に重要である（Setou et al., 2000）ことから、
Caspr3がMint1を介して NR2Bの輸送に関わっている可能性が考えられる。そし
て Caspr3と NR2Bの相互作用に関する仮説が正しいとすれば、Caspr3 KOマウス
で見られた背側線条体での運動後の c-Fos発現低下は、NR2Bの下流にある
Ras/ERKシグナルへの影響を受けた可能性が考えられる、従って、今後は Caspr3
と NR2Bとの相互作用を調べることで、線条体における運動学習の分子メカニズム
の解明に関する、大きな手がかりを得られることが期待できる。 
2012年に Anderson らが、マウス大脳皮質の初代培養神経細胞を用いた Ca2+イメ
ージングによる神経活動の記録に関する報告がある（Anderson et al., 2012）。彼
らは、shRNAにより Caspr2の発現を抑制すると、初代培養神経細胞の神経活動が
減少することを報告した（Anderson et al., 2012）。そして Caspr2の抑制は、
AMPA型および NMDA型グルタミン酸受容体由来の興奮性シナプス後電流が減少
しており、さらに抑制性シナプス後電流の減少も引き起こすことを明らかにしてい
る（Anderson et al., 2012）。また Caspr2の発現を抑制した際、神経細胞の形態を
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観察したところ、樹状突起の長さ、分岐数、そしてスパインの幅が減少していた
（Anderson et al., 2012）。従って、Caspr2の発現抑制による神経活動の減少は、
神経細胞の形態学的な変化により、シナプスにおける機能が低下したことに起因す
るものと考えられる。Andersonらはこの報告の中で、Caspr3の shRNA も実験に
使用していた。その結果、Caspr3の発現抑制は Caspr2と同様に、大脳皮質の初代
培養神経細胞の神経活動を減少させることが明らかになった（Anderson et al., 
2012）。このことから、Caspr3が樹状突起の形態あるいはシナプスでの電気的な性
質に影響を与えている可能性が示唆され、大脳皮質だけでなく線条体の神経細胞の
形態または活動にも関与していることが考えられる。 
 
 最後に、本研究の研究成果は、Caspr3の脳内における機能的意義の解明だけでな
く、線条体が担う運動学習の分子メカニズムの解明に役立つことが期待される。ま
た運動学習は、正しい技術の獲得に必要である。運動学習の分子メカニズムの解明
することは、効率的な技術の獲得方法の開発、または間違った姿勢や技術による怪
我の防止に役立てることが期待できる。 
また理学療法においても、運動学習は重要である。大脳基底核の代表的な疾患で
あるパーキンソン病の主な治療法は、L-DOPAによる薬物治療である。しかし、薬
物治療は静止時の振戦のような不随意運動に対して有効だが、バランスの不安定性
や歩行障害に対しての効果は期待できないため、代わりに運動療法が必要である
（Schapira et al., 2005）。そしてその運動療法には、運動学習をベースとした目標
指向型訓練が用いられている（Petzinger et al., 2013）。例えば、重心移動による
姿勢のコントロールとバランス能力が求められる太極拳、トレッドミル、エアロビ
ック訓練などがある。これらを長期に渡って行うことで、パーキンソン病患者の歩
行能力およびバランス能力が向上し、この結果は、運動学習および神経可塑性の向
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上によるものだと考えられている（Fisher et al., 2008; Schenkman et al., 2012; Li 
et al., 2012）。 
以上のことから、Caspr3の機能解明は、運動学習メカニズムの基礎研究として貢
献できるものであり、運動学習研究の発展は難病疾患のリハビリテーションに役立
つことが期待できると考えられる。 
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略称 
ANOVA：analysis of variance, 分散分析 
ASD：autistic spectrum disorder, 自閉スペクトラム症 
B6：C57BL/6JJmsSlc 
BSA：bovine serum albumin 
Caspr：contactin associated protein 
ChAT：choline acetyltransferase 
CNS : central nervous system, 中枢神経系 
Cx：cerebral cortex, 大脳皮質 
D1R、D2R：Dopamine receptor1, 2 
DAB：p-dimethylaminoazobenzene 
DARPP-32：dopamine and cAMP regulated phosphoprotein of Mr. 32,000 
ERK：extracellular signal-regulated kinaseE 
FBS：fetal bovine serum 
GAD：glutamic acid decarboxylase 
GFAP ：glial fibrillary acidic protein 
GPe：external segment of the globus pallidus, 外節淡蒼球 
HBSS：Hank’s balanced salt solution 
HRP：horseradish peroxidase 
KO：knock-out, 遺伝子欠損型 
MAG：myelin-associated glycoprotein 
MSN：medium spiny neuron, 中型有棘神経細胞 
MOR：μ-opioid receptor 
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NAcc：nucleus accumbens, 側座核 
NGS：normal goat serum 
NMDA：N-methyl-D-asparatic acid 
NRS：normal rabbit serum 
nsp：nigrostriatal pathway, 黒質線条体路 
Ob：olfactory bulb 
PB：phosphate buffer 
PBS：phosphate buffered saline 
PFA：paraformaldehyde 
PNS : peripheral nervous system, 末梢神経系 
PPI：prepulse inhibition, プレパルスインヒビション 
SNc：substantia nigra pars compacta, 黒質緻密部 
SNr：substantia nigra pars reticulata, 黒質網様部 
STN：subthalamic nucleus, 視床下核 
Str：striatum, 線条体 
SVZ：subventricular zone, 脳室下帯 
TBS：Tris-buffered saline 
Th：thalamus, 視床 
TH：tyrosine hydroxylase 
VGAT：vesicular GABA transporter 
VGluT 1：vesicular glutamate transporter 1 
WT：wild-type, 野生型 
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